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The invention concerns a composition containing a papillomavirus E2 protein or a nucleotide sequence coding for a papillomavirus 
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L* invention concerne une composition comprcnant une proline E2 de papillomavirus ou une sequence de nucleotides codant pour 
une proteine E2 de papillomavirus. L'invennon concerne egalement 1 'utilisation de cede composition cornroe medicament L'invention 
concerne K utilisation de cette composition pour le traitement d'une infection a papillomavirus, et notamment pour le traitement d*un cancer 
associ6 a une infection a papillomavirus. 
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COMPOSITION COMPRE NANT UNE PROTEINE E2 DE PAPILLOMAVIRUS 
OU UNE SEQUENCE DE NUCLEOTIDES CQDANT POUR UNE PRQTEIISIE E2 
DF PAPILLOMAVIRUS 

5 Llnvention conceme une composition comprenant au moins une proteine 

E2 t sauvage ou modiftee, de papillomavirus ou une sequence de nucleotides 
codant pour une proline E2 t sauvage ou modifi&e, de papillomavirus, et un 
v6hicule physiologiquement acceptable. L'invention concerne 6galement leur 
utilisation comme medicament, et notamment pour le traitement d'une infection & 

10 papillomavirus et 6galement pour le traitement tfun cancer associe a une 
infection a papillomavirus. 

Les papillomavirus sont des virus £ AON identifies chez Thomme et chez 
Panimal, qui induisent des lesions de la peau et les muqueuses, ces lesions 
pouvant 6voluer vers la formation de carcinomes ou cancer, notamment du col 

15 de Tuterus. 

Chez I'homme, plus de 70 types de papillomavirus (HPV) ont 6te 
identifies, un tiers infectant I'appareil genital (de Villiers, E.M. et al. (1994), Cum 
Top. Microbiol. Immunol., 186, 1-12). Les papillomavirus qui infectent I'appareil 
genital peuvent etre classes en deux categories : les types qui sont assoctes & 

.20 des carcinomes £ haut risque tels que HPV 16, 18, 31 et 33, les types a faible 
risque qui sont associ6s a la formation de verrues banales (condylomes), tels 
que HPV 6, 11 et 13. 

La proline E2 de Papillomavirus joue un role important dans le cycle de 
vie du virus en regulant la transcription et la replication du genome viral. La 

25 proteine E2 regule la transcription virale lorsqu'elle est liee a une sequence 
d'AON palindromique presente en plusieurs copies dans la region de regulation 
de tous les papillomavirus. La proteine E2, avec la proteine E1 et les facteurs de 
replication cellulaire, agit egalement au niveau de llnitiation de la replication 
d'ADN viral (Ustav, M. et al. (1991), EMBO J., 10, 44^457; Chiang, CM. et al. 

30 (1992). P/oc. Natl Acad. Sci. USA, 89, 5799-5803; Del Vecchio, A.M. et al. 
(1992), J. Virol., 66, 5949-5958; Le Moal et al., 1996, J. Virol., 68, 1085-1093). 
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La proteine E2 contient deux regions relativement bien conservees chez 
tous les papillomavirus; ces deux regions sont s6parees par une region non 
conserv&e et de longueur variable, selon les types de papillomavirus, (region 
appeiee "chamiere" , Giri, L et al. (1988), EMBO J. f 10, 2931-2940). La partie 
5 amino-terminale de la proteine E2 est n6cessaire pour ia transactivation; la 
replication et ("association avec la proteine E1 (Benson, J.D. et al. (1995), 
J. Virol. , 69, 43644372). La partie carboxy-terminaie de la proteine E2 st 
responsable de la dim6risation de la proteine et de sa liaison sp6cifique av c 
FADN (Androphy, EJ. et al. (1987), Nature, 325, 70-73; Dostatni, N. et al. 

10 (1988), EMBO J., 7, 3807-3816; McBride, AA et al. (1989), Proc. Natl Acad. 
ScL USA, 86, 510-514). 

Le papillomavirus bovin de type 1 (BPV-1) a ete 6tudi6 de fagon 
approfondie comme un modeie pour la replication, la transcription et ia 
transformation cellulaire des papillomavirus. L'expression des genes viraux st 

15 control6e par sept promoteurs, quatre de ceux-d sont actives par une proteine 
E2 de 48 kDa complete. BPV-1 code 6galement pour deux formes tronqu6es de 
E2, Tune de 28 kDa et I'autre de 31 kDa (Lambert, P.F. et al. (1989), J. Viroi, 63, 
3151-3154). La forme de 31 kDa (E2TR) est obtenue par transcription initiee n 
amont d'un codon ATG interne, et est d£pourvue de la region de transactivation 

20 N-terminale. Cela va & rencontre de la transcription activ6e par E2 par une 
liaison competitive de son element de reconnaissance et/ou par 
heterodimerisation (Lambert, P.F. et aL (1987), Cell, 50, 69-78; Ham, J. et al. 
(1991b), Trends Biochem. ScL, 16, 440-444). * 

Au stade actuel des traitements des carcinomes genitaux dus £ une 

25 infection par un papillomavirus, seule la chirurgie clasiique ou par laser presente 
une certaine efficacite si la maladie est d6tect£e assez tdL Cependant, le taux de 
mortalite reste particulierement eieve, surtout dans les pays ne pratiquant pas un 
depistage systematique et regulier. Le cancer du col de ('uterus, provoque par 
une infection a papillomavirus, est presque aussi frequent que le cancer du sein 

30 chez la femme. 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGUE 26) 



BNSOOCJD: <WO Q632S61A1 I > 



WO 98/32^P 3 ^ PCT/FR98/00169 

li est done apparu necessaire de rechercher des voies d traitement 
alternatives ou compiementaires, pouvant notamment inciure des protocoies de 
traitement locaux et le cas 6ch6ant systematiques, non chirurgicaux. 

Dans ce cadre, le transfert du g6ne p53 sauvage & des tumeurs 
5 canc6reuses a 6t6 propose par Roth et a!., Nature Medicine, 1996, 2 (9), 985- 
991. L'injection d'un vecteur retroviral contenant le g6ne sauvage p53 a permis 
d'observer une regression de la tumeur canc6reuse chez trois patients et une 
stabilisation de la croissance de la tumeur chez trois autres patients. Une telle 
th6rapie par transfert du gene p53 n'est pas envisageable dans le cas de cellules 
10 infectees par un papillomavirus, car la proline p53 est inactiv6e dans ce type de 
cellules. 

Une autre approche, choisie dans le cadre de I'invention, a consists d 
d£finir des moyens capables de freiner le developpement viral de papillomavirus 
et/ou susceptibles d'empScher la formation ou Involution des lesions cellulaires 
15 caus6es par finfection et notamment d'arrSter la proliferation cellulaire des 
tumeurs canc6reuses ou de tuer les cellules de ces tumeurs. 

A cet effet, la pr6sente invention conceme une composition comprenant 
une proteine E2, sauvage ou modiftee, de papillomavirus ou une sequence de 
nucleotides codant pour une proteine E2, sauvage ou modifi6e, de 
20 papillomavirus, et un v6hicule physiologiquement acceptable. 

Une telle composition est susceptible d'avoir des effets in vitro et/ou in 
YC£Q sur des cellules infectees par papillomavirus. 

Par sequence de nucleotides, on entend un polynucleotide; et notamment 
un ADN, en particulier un ADNc, un ARN, un fragment d'acide nudeique ou une 
25 sequence synthetique. De preference, on entend un ADN. 

La proteine E2 de papillomavirus a 6t6 decrite pour les diff6rents types 
dlsolats viraux identifies, dans plusieurs publications. 

La sequence de TADN E2 du genome viral isoie d'un carcinome du col de 
Puterus provoque par une infection par un papillomavirus humain de type 18 
30 (HPV18) a 6t6 decrite par Cole et al., 1 MoL B/o/., 1987, 193, 599-608. 
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La sequence de l*ADN de la proline E2 d'un papillomavirus humain de 
type 16 (HPV16) a 6te dterite par Seedorf et al., Virology. 1985, 145, 181-185; 
Kennedy et al., J. Virol., 1991, 65, 2093-2097. 

La sequence de PADN de la proteine E2 d'un papillomavirus humain de 
5 type 31 (HPV31 ) a 6te d6crite par Goldsborough et al., Virology., 1 989, 171, 306- 
311 

La sequence de I'ADN de la proline E2 d 1 un papillomavirus humain de 
type 33 (HPV33) a 6te d6crite par Cole et al., J. Virol., 1986, 58, 991-995. 

La sequence de I'ADN de ia proline E2 d' un papillomavirus bovin de 1 
10 (BPV-1) a 6te d6crite par Chen et al. f Nature. 1982, 299, 529-534 et par Danos 
et a!., J. Virology, 1983, 46, 557-566. 

Les sequences de nucleotides, et notamment de FADN, codant pour la 
proline E2 d'autres papillomavirus ont 6t6 publics et sont notamment 
accessibles via les inferences de la banque de donn6es GENBANK. 
15 Selon rinvention, on met habituellement en oeuvre une proteine ou une 

sequence de nucleotides isotee; de preference, au moins partiellement purifi6e; 
et, de maniere particulterement pr6f6r6e, pure. 

De fagon pref6r6e, la composition selon rinvention est depourvue de la 
proline E1 de papillomavirus. 
20 Par vehicule physioiogiquement acceptable, on entend toute substance ou 

composition compatible avec I'administration in vivo . 

La composition selon rinvention comprend avantageusement une proteine 
E2 qui est une proteine dont la sequence d'acides amines est modifiee par 
rapport k celle de la proteine E2 sauvage, ou une sequence de nucleotides 
25 codant pour une proteine E2, sequence qui est modiftee par rapport £ la 
sequence sauvage, de telle sorte que la proteine E2 r6suftante a 
substantiellement ('activity biologique de la proteine E2 sauvage sur la protein 
cellulaire p53. 

Par proteine sauvage, on entend une proteine naturelle, retrouv6e dans 
30 les isolats ciiniques viraux, iso!6e de son environnement naturel dans le 
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papillomavirus, c'est-d-dire identify , isolee et puriftee d partir d'un 
papillomavirus. Cest une proteine qui est codee par un g£ne de papillomavirus. 

Par proteine modifiee, on entend une proteine dont la sequence decides 
amines est differente de la sequence de la proteine sauvage par au moins un 
5 actde amine, notamment apres mutation. La sequence modifiee vise & rendre la 
synthase de la proline plus efficace et & conferer e la proline une stabDitd 
intracellaire accrue. Generalement, elle est differente par 1 e 20 acides amines, 
habituellement par 1 £ 15 acides amines, de preference par 1 & 10 acides 
amines et de manure particulierement preferee par 1i 5 acides amines. 

10 invention vise par exemple une proteine E2 ayant subi une mutation ponctuelle 
par substitution d'un acide amine. 

Par sequence de nucleotides modifiee, on entend une sequence de 
nucleotides differente de la sequence de nucleotides qui code pour la proteine 
sauvage par au moins un nucleotide. G6neralement f elle est differente par 1 £ 60 

15 nucleotides, habituellement par 1 d 30 nucleotides, de preference par 1 k 20 
nucleotides et de mani6re particulierement preferee par 1 £ 6 nucleotides. En 
particulier, 1'invention se rapporte & une sequence de nucleotides differente par 
un codon de la sequence sauvage codant pour la proteine E2. 

La sequence peut etre modifiee par voie chimique ou par une technique 

20 de g6nie genetique (sequence mutee). Des proc6d6s de modification de 
sequences sont connus. 

La sequence modifiee de la proteine E2 ou de la sequence de 
nucleotides, notamment I'ADN, codant pour la proteine E2 peut etre modifiee en 
etant tronqu6e & son extr6mit6 N- et/ou C-terminale, ou tronqu6e dans sa partie 

25 interne, ou en partie substitu6e. Dans ces conditions, il conviendra de v6rifi r, 
par exemple sur la base des tests proposes dans la partie experimental qui suit, 
que la forme modifiee est active pour les proprietes recherdtees vis-£-vis d'une 
infection e papillomavirus. 

La proteine cellulaire p53 est une phosphoproteine nuc!6aire de 53 kDa. 

30 Ble a 6te d6crite dans Pathologie Biologie, Mars 1995, Vol. 43 (3), 166-173; et 
par Linda J. Ko et al., Genes & Development, 1996, 10, 1054-1072. La proteine 
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p53 est un facteur de transcription qui lie des sequences d'AON sp6cifiquement 
(Farmer et ai; Nature, 1992, 358, 83-86; Funk et a!., Mol. Cell Biol., 1992, 12, 
2866-2871 et Kastan et al, Cell, 1992, 71. 587-597). 

Par proline tesultante, on entend la proteine obtenue aprds la 
5 modification de la sequence d'acides amines ou de la sequence de nucleotides 
qui code pour la proteine. 

Llnvention conceme egalement une composition comprenant une proteine 
E2 dont la sequence est modifiee par rapport £ ceile de la proline E2 sauvage, 
ou une sequence de nucleotides modifiee par rapport £ la sequence sauvage, de 
10 telle sorte que la proteine E2 r6sultante partiripe & une activity biologique 
d'apoptose de cellules infectees par un virus de type papillomavirus. 

Par apoptose, on entend mort des cellules infectees par le vims ou des 
cellules derivees ou descendantes de ces demieres. 

L'invention conceme egalement une composition comprenant une proteine 
15 E2 modifiee dont la sequence est modifiee dans la region tegulant la replication 
virale, de telle sorte que la proteine E2 rdsultante est defective pour la replicati n 
virale de papillomavirus. 

L'invention conceme egalement une composition comprenant une 
sequence de nucleotides codant pour une proteine E2 modifiee, dont la 
20 sequence est modifiee dans la region responsable de la replication virale, de 
telle sorte que la proteine E2 r6sultante est defective pour la replication virale de 
papillomavirus. 

■ 

Une procedure pour mettre en evidence une telle proteine defective pour 
la replication virale a notamment 6t6 decrite par Demeret et al., Nucleic Acids 

25 Research, 1995, 23 (23), 4777-4784. Pour que la proteine E2 soit defective pour 
la replication virale, la sequence est, de preference, modifiee, notamment mutee 
par deletion, substitution, addition, dans la region N-terminale de la proteine E2. 
De telles proteines, sont notamment decrites par Sakai et al., J. Virology, 1996, 
70 (3), 1602-1611, par Brokaw et al., J. Virology, 1996, 70 (1), 23-29, et par 

30 Ferguson et al M J. Virology, 1996, 70 (7), 4193^199; le proc6de d'obtention de 
telles proteines y est egalement dealt La proteine E39A a donne de bons 
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resultats, ie r6sidu situ6 £ ia position 39 dans ia sequence de la proteine 
sauvage st substitue par une alanine dans la sequence modifi6e. 

La pr6sente invention s'applique aux prolines E2 et aux sequences de 
nucleotides codant pour une proteine E2 de tous les papillomavirus. 
5 HabitueUement, elle s'applique aux papillomavirus humains. De preference, ell 
s'applique a un papillomavims du groupe comprenant HPV16, HPV18, HPV31 et 
HPV33. Elle s'applique egalement aux papillomavirus bovins. De preference, He 
s'applique a un papillomavims bovin BPV-1 . 

La presente invention conceme par ailleurs une sequence de nucleotides 

10 codant pour une proteine d6riv6e de la proteine E2 de papillomavirus HPV18, le 
r6sidu situe a la position 2 dans la sequence de la proteine d6riv6e de E2 etant 
un r6sidu acide glutamique. Cette sequence de nucleotides r£sulte du fait que le 
codon qui suit le codon AT6 d'initiation de la traduction de la proteine E2 a 6t6 
modifie au cours du clonage par insertion d'un site de restriction NCOI. En 

15 d'autres termes, dans la sequence de nucleotides ATGCAG .(e Q a 6t6 remplace 
par un G. 

La sequence de la proteine E2 est particulierement bien conservee dans 
tous les types de papillomavirus. L'alignement des sequences des proteines E2 
de divers papillomavirus est illustre dans la figure 13. Le domaine dlnteraction £ 

20 I'ADN de la proteine E2 de divers papillomavirus contient deux helices a dont la 
plus grande est situee entne les r6sidus d'acides amines aux positions 288 k 305 
de la sequence du papillomavirus humain HPV18. La sequence de cette heiice a 
est presque totalement conservee chez tous les papillomavirus humains t 
bovins. D'rfferents residus sont conserves dans les sequences des proteines E2 

25 de la piupart des papillomavirus; par exemple la sequence de la proteine E2 du 
papillomavirus bovin BPV-1 comprend un rtsidu arginine a la position 344 qui 
correspond selon ralignement des sequences a la position 305 dans la sequence 
de la proteine E2 du papillomavirus humain HPV18. L'invention conceme k cet 
egard une proteine E2 modifi6e ou une sequence de nucleotides qui code pour 

30 une proteine E2 modifiee dans la zone de fheiice a telle que d6finie ci-dessus. 
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La presents invention concern ggalement un sequence d nucleotid s 
codant pour une proteine d6riv6e d'un proteine E2 de papillomavirus humain, 
ladite proteine comprenant une sequence d'acides amines dont au moins un 
r§sidu choisi parmi les suivants est modrfie par exemple par substitution: 
5 - le r6sidu proline en position 288, 

- ie r6sidu glycine en position 294, 

- le r6sidu asparagine en position 297, 

- le residu lysine en position 300, 

- ie r6sidu cysteine en position 301 9 
0 - le r6sidu leucine en position 302, 

- le r6sidu arginine en position 305. 

La mutation peut §tre une substitution par un residu tel que un residu 
alanine ou leucine. 

Selon un autre mode de realisation de ('invention, la sequence modifiee de 

5 la proteine E2 ou de la sequence de nucleotides, notamment I'ADN, codant pour 
la proline E2 modifiee est tronqu6e d son extr6mrt6 N- et/ou C-terminaie, ou 
tronquee dans sa partie interne, ou en partie substitute. Dans ces conditions, il 
conviendra de verifier, par exemple sur ia base des tests proposes dans la parti 
experimental qui suit, que la forme modifiee est active pour les proprietes 

!0 recherchees vis-a-vis d'une infection a papillomavirus ou d'une transformation 
ceilulaire associee £ un papillomavirus. D'une manidre generate, les proteines 
utilisees dans la pr6sente invention conservent avantageusement la capacite de 
liaison a I'ADN de la proteine E2 sauvage. 

L'invention conceme aussi un vecteur comprenant une sequence de 

!5 nucleotides telle que definie cklessus. Habituellement ce vecteur est choisi 
parmi le groupe des vecteurs form6 par les plasmides, virus, retrovirus, ou les 
vecteurs synthetiques ou les vecteurs inertes. De preference, le vecteur est un 
virus, tel que un adenovirus, un parvovirus ou un AAV notamment De maniere 
particuiierement pretere, ce vecteur est un adenovirus. 

iQ Un vecteur de type adenovirus pouvant §tre utilise pour r6aliser finvention 

est notamment decrit par Qing Wang et al. (Nature Medicine, 1996, 2 (6), 714- 
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716). Le choix du vecteur tiendra compte des objectifs rech rches, selon par 
exempl qu'il s'agit de definir des moy ns d trattem nt, par example par 
therapie g6nique de I'infection par un papillomavirus chez un hdte ou d'une 
transformation maligne chez un hdte. 
5 Un exemple de construction d'un vecteur recombinant d'origine virale, est 

notamment dterit dans la demande de brevet intemationale WO 93/06223. 

Le vecteur de ('invention est avantageusement choisi parmi les vecteurs 
ayant un titre infectieux 6lev6 et pr&entant les garanties de s6curit6 approprtees 
pour le cas 6ch6ant ('administration in vivo chez un patient infects par un 

10 papillomavirus. 

Par vecteur synth6tique, on entend tout systeme de transfert de gSne non- 
viral. Par exemples, un vecteur synthetique peut comprendre un ADN nu, un 
liposome, un complexe ADN-prot6ine, un complexe ADN-polym6re cationique. 
D'autres exemples sont d6crits par Yang (Critical rev. Biotech., 1992, 12, 335- 

15 356). 

D'autres vecteurs utilisables dans le cadre de Hnvention sont les vecteurs 
inertes comme par exemple les liposomes (FR 9402070). 

^invention conceme egalement le plasmide pCGE2.18VoNCO d6pos6 d 
la C.N.C.M. (Collection Nationale de Cultures de Microorganismes, Institut 
20 Pasteur, 25, Rue de Docteur Roux, Paris, France) le 29 janvier 1997 sous le 
num6ro 1-1839. 

^invention conceme 6galement le plasmide pCGE2TR d6pos6 d la 
C.N.C.M. le 29 janvier 1997 sous le numero 1-1838. 

invention conceme Egalement une proline d6riv§e de la proline E2 de 
25 papillomavirus HPV18, ladite proline comprenant une sequence d'acides 
amines dont au moins le r6sidu situ§ a la position 2 est. un r&sidu adde 
glutamique. 

^invention conceme une proline E2 de papillomavirus, qui comprend 
une sequence d'acides amines dont au moins un r6sidu choisi parmi les suivants 
30 est modif»6e par exemple par substitution: 
- le r6sidu proline en position 288, 
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- le tesidu glycin n position 294, 

- le tesidu asparagine en position 297, 

- le tesidu lysine en position 300, 

• le tesidu cysteine en position 301 , 
5 - le r6sidu leucine en position 302, 

- le r6sidu arginine en position 305. 

(.Invention conceme une composition pharmaceutique comprenant une 
sequence de nucleotides ou un vecteur tels que definis ckiessus et un vehicute 
physioiogiquement acceptable, (-'invention conceme 6galement une composition 

10 pharmaceutique comprenant une proteine, telle que definie ckiessus, et par 
exemple E2TR et un vehicule physioiogiquement acceptable. 

La proteine E2TR est une forme de prot§ine E2 de BPV-1 . Elle ne conti nt 
pas la majeure partie du domaine de transactivation N4erminale. Elle a un poids 
moteculaire de 31 kDa (Lambert et al., Cell, 1989, 50, 69-78). 

15 Le terme "composition pharmaceutique" designe toute composition 

compatible avec un usage dans le domaine de la pharmacie, qu'il s'agisse d'un 
usage ttterapeutique curatif ou prophylactique, ou d'un usage en traitement de 
maintien ou comptementaire d'un traitement tfterapeutique. Plus gen6ralement, il 
s'agit d'une composition compatible avec un usage chez I'homme. 

20 Ainsi, les moyens de (Invention d£finis dans les pages pr6c6dentes, d 

savoir les sequences de nucleotides codant pour une proteine E2 ou pour une 
proteine E2 modiftee, les vecteurs les contenant, les proteines E2 ou proteines 
E2 modifies sont les principes actifs d'une composition susceptible de constituer 
un medicament ou d'entrer dans la composition d'un medicament. 

25 Dans le cadre de Invention, la composition definie ci-dessus ainsi que les 

sequences de nucleotides codant pour une proteine E2 ou pour une proteine E2 
modifiee, les vecteurs les contenant, les proteines E2 ou proteines E2 modifiees 
sont utilisables pour le traitement d'une infection d papillomavirus, et notamment 
pour le traitement d'un cancer assocte a une infection £ papillomavirus ou k une 

30 transformation cellulaire assoctee £ un papillomavirus. 
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Avantageusement Pinvention conceme 6gal ment le plasmide 
pCGE2.18VoNCO depose a la C.N.C.M.(Coli ction Nationale de Cultures de 
Microorganismes, institut Pasteur, 25, Rue d Docteur Roux, Paris, France) le 29 
janvier 1997 sous le numdro 1-1839 pour ('utilisation comme medicament En 
5 particulier, il s'applique pour le traitement d'une infection £ papillomavirus, et 
notamment pour le traitement d'un cancer associe £ une infection £ 
papillomavirus ou a une transformation cellulaire associ6e £ un papillomavirus. 

Seion un autre mode de realisation particulier, finvention conceme 
6galement te plasmide pCGE2TR depose £ la C.N.C.M. le 29 janvier 1997 sous 
10 le num6ro 1-1838 pour I'utilisation comme medicament En particulier, il 
s'applique pour le traitement d'une infection a papillomavirus, et notamment pour 
le traitement d'un cancer associe £ une infection a papillomavirus ou £ une 
transformation cellulaire associ&e £ un papillomavirus. 

^invention conceme egalement une utilisation d'une composition selon 
15 I'invention ainsi que les sequences de nucleotides codant pour une proteine E2 
ou pour une proteine E2 modifi6e f les vecteurs les contenant, les proteines E2 
ou proteines E2 modifiees pour Pobtention d'un medicament destine £ une 
utilisation th6rapeutique contre une infection a papillomavirus, et notamment 
contre un cancer associe £ une infection £ papillomavirus ou £ une 
20 transformation cellulaire associ6e £ un papillomavims. 

L'invention conceme en particulier I'utilisation d'un vecteur contenant une 
sequence de nucleotides codant pour la proteine E2 de papillomavirus modifies 

■ 

ou sauvage, ou d'un vecteur tel que d6fini cktessus, ou du plasmide 
pCGE2.18VoNCO, ou du plasmide pCGE2TR pour Tobtention d'un medicament 

25 destine £ une utilisation therapeutique contre une infection £ papillomavirus, et 
notamment contre un cancer associe £ une infection £ papillomavirus. 

Selon la presente demande, I'expression traitement d'une infection due £ 
un papillomavirus" s'applique aux activites biologiques d6velopp6es in vitro ou in 
ytffi au niveau des cellules infectees par un papillomavirus ou des cellules 

30 d6riv6es de ces demi6res, notamment par proliferation, activites resultant 
directement ou indirectement de la mise en contact d sdites cellules avec les 
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compositions, sequences de nucleotides ou prolines d£crites d-dessus. Ces 
activites comprennent les effets observes sur le virus, en particulier sur la 
replication virale, aprfes mise en contact des cellules avec les moyens de 
(Invention, ainsi que les effets observes sur le metabolisme ou la croissance des 
5 cellules infectees ou des cellules deriv6es de ces dernferes, notamment par 
proliferation. 

Le traitement de 1'infection indut la th6rapie, induant ie controle de 
revolution de I'infection y compris la prevention ou ('inhibition chez un hfite 
infecte, du developpement de lesions ou de tumours li£es a infection t 

10 susceptibles de progresser vers la phase dinique du cancer (stade de infection 
succedant & la phase asymptomatique chez le patient) ou vers le developpement 
de metastases ou le stade fatal de la maladie. Avantageusement, cette 
expression englobe la capacite de faire diminuer la charge virale chez I'hdte y 
compris jusqu'd reiimination ou la mise en latence du virus chez le patient infecte 

15 et/ou de preference cette expression englobe TarrSt de la croissance des lesions 
ou des tumeurs d6velopp6es & fa suite de I'infection par papillomavirus. 

De fagon pr6f6ree, I'invention a pour objet ('utilisation des moyens decrits 
d-dessus, pour provoquer l'apoptose des cellules infectees par des 
papillomavirus ou des cellules d6riv6es de ces demieres, notamment par 

20 proliferation, en particulier des cellules cancereuses. 

Le traitement de I'infection par papillomavirus concerne done dans le 
cadre ci-dessus d6fini, le traitement de la cause de I'infection ou des effets 
observes ou latents chez un patient infecte par un papillomavirus, que ces effets 
soient lies a la replication virale dans differents types cellulaires au cours du 

25 developpement de I'infection et en particulier dans les cellules dbles du 
papillomavirus au niveau du col de I'uterus ou le cas 6ch6ant dans les cellules 
partidpant d I'immunite de I'hdte, ou qu'il s'agisse des effets observes chez I 
patient correiativement a revolution de I'infection, tels que le developpement des 
lesions et tumeurs precanc6reuses ou cancereuses. 

30 L'invention a egalement pour objet une cellule procaryote ou eucaryote 

recombinee, caracteris6e en ce qu'ell oomprend une sequ nee de nud6otides 
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telle que d6crite prec6d mment ou un vecteur selon ('invention, dans d s 
conditions permettant rexpression in vttm ou in vivo de ladite s quence. 

Des cellules eucaryotes interessantes sont des cellules humaines ou 
animates. 

5 Entrant dans le cadre de Hnvention des cellules recombinantes contenant 

une sequence d'ADN codant pour une proteine E2 ou pour une proline E2 
modifi6e seion (Invention, cette sequence 6tant plac6e sous le controle d'un 
promoteur depression. 

Les cellules recombinantes peuvent §tre des Iign6es transitoires ou 
10 permanentes, par exemple des Iign6es HeLa. 

Elles peuvent §tre 6galement utilises pour tester voire quantifier les effets 
de molecules choisies notamment de motecules d6riv6es des pnoteines E2 ou 
des ADN codant pour une proline E2. dans des cellules infectees par un 
papillomavirus. 

15 Entre 6galement dans le cadre de I'invention une composition & usage 

th6rapeutique, caract6ris6e en ce qu'elle comprend un principe actif choisi parmi 
une proteine E2 de papillomavirus ou une proline modifi6e selon I'invention ou 
un ADN codant pour une proline E2 de papillomavirus ou codant pour une 
prot6ine modiftee selon I'invention, un vecteur selon invention, ou encore une 

20 cellule recombinante telle que d6finie prec6demment Le cas 6ch6ant. cette 
composition a usage th6rapeutique peut presenter en association avec un 
v6hicule pharmaceutiquement acceptable appropri6, notamment un v6hicul 
aqueux ou un v6hicule sous forme de liposomes* 

La formulation de la composition peut varier seion que Ton recherche chez 

25 le patient un effet transctoire ou un effet retard du principe actif. 

La proteine E2 ou la proteine E2 modifi6e selon I'invention ou I'ADN qui 
code pour la proteine E2 ou pour une proteine E2 modiftee selon I'invention, ainsi 
que les compositions, vecteurs et/ou cellules les comprenant peuvent §tre 
utilises seuls ou en association ou en combinaison, pour ('administration s6par6e 

30 ou simultan6e avec d'autres molecules actives pour le traitement de I'infection 
par un papillomavirus. A titre d'exemple, un agent actif dans le traitement d'une 
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infection due a un papillomavirus choisi parmi ies composes ayant une activity 
d'inhibiteur ou de r6gulateur de cycle cellulaire viral, ou un compose actif en 
immunothSrapie, peut dtre associe aux reactifs de ('invention. 

Seion rinv ntion, P xpression transitoire de la protein E2 de 
5 papillomavirus humain ou bovin, ou d'une proline E2 dont la sequence a 6te 
modiftee, dans des cellules tumorales infectees par un papillomavirus indutt un 
arr§t du cycle cellulaire en phase G1 et/ou conduit & I'apoptose cellulaire. 

L'artet du cycle cellulaire par la proteine est du £ une activation post* 
tamscriptionnelle de la proteine p53, sort par regulation negative de ('expression 
10 du g6ne E6, qui est connu pour rgguler nggativement la stability de la proline 
p53, sort par une voie ind6pendante de I'expression du g6ne E6. 

La ptesente invention a montr6 I'effet inducteur de I'apoptose de la 
proline E2 d'un papillomavirus, ou d'une proteine E2 dont la sequence a 6te 
modiftee. 

15 La presents invention conceme Putilisation de la proteine E2 en tant que 

compost antitumoral dans le cas defections par des papillomavirus conduisant 

d un ddveloppement de cancer. 

La presente invention a Sgafement montr6 Paction synergique de la 

proteine E2TR et de la proteine E2K344 dans ('activation post-transcriptionne!ie 
20 du gene p53. L'invention a montre que la proteine E2K344 est capable d'induire 

une apoptose dans Ies cellules tumorales infectees par un papillomavirus. 

Les approches de tfterapie g6nique du cancer peuvent §tre r6alis6es 

selon deux axes : dans ie contexte de la phase tumorale d'une tumeur solide ou 

dans le contexte postchirurgical microm&astatique. 
25 Un effet de proximite ("by-stander") a 6te observe, c'est d dire que les 

cellules tumorales n'ayant pas fait I'objet d'un traitement ont §te d6trurtes par 

effet de continuity. 

La ptesente invention montre que Hnjection d'un plasmide contenant I 
gdne E2 sous controle du promoteur CMV provoque une diminution des tumeurs 
30 de cellules HeLa greffees chez la souris nude. Cela d6montre I'activite anti- 
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tumorale in vivo de fexpression du gene E2 dans des cellules tumorales 
inrtialement infectees par un papillomavirus. 

La composition, la proline; le vecteur, la sequence de nudeotides, tell 
que I'ADN contenant le gene E2, selon ('invention peuvent etre injectes au 
5 malade apres avoir 6t6 coupl6s £ des composes qui favorisent la p6n6tration de 
ceux-d, notamment de PADN & Pinterieur de la cellules ou son transport jusqu'au 
noyau ceilulaire. Les conjugu6s resultants peuvent etre encapsules dans des 
microparticules de polym6res, comme decrit dans la demande de brevet 
intemationale WO 94/27238. 

10 La sequence de nucleotides seion invention peut §tre complexee avec du 

DEAE-dextran (comme cela est decrit par Pagano et al., J. Virol., 1967, 1, 891), 
ou avec des proteines nucieaires (comme cela est decrit par Kaneda et al., 
Science, 1989, 243, 375), avec des tipides (comme cela est decrit par Feigner t 
al., Proc. Natl. Acad. Sti., 1987, 84. 7413), ou encapsuiees dans des liposomes 

15 (comme cela est decrit par Fralkey et al. J.Biol. Chem., 1980, 255, 10431). 

La sequence de nucleotides seion ('invention, telle que PADN qui code 
pour la proteine E2, peut etre introduite sous la forme d'un gel fadiitant sa 
transfection dans les cellules. Une telle composition sous forme de gel peut etre 
un complexe de poly-L-lysine et de lactose, comme decrit par Midoux et al. 

20 (Nucleic Adds Research, 1993, 21, 871-878), ou avec un polym6re de marque 
POLOXAMER 407, comme decrit par Pastore (Circulation, 1994, 90, 1, 517). 

La sequence de nudeotides selon Pinvention peut egalement etre en 
suspension dans une solution tampon pour etre 'appliqu6e au patient 

La sequence de nudeotides selon Pinvention, telle que PADN qui cod 

25 pour la proteine E2, peut egalement etre assod6e & des liposomes. Par 
exemple, avec les liposomes, PADN peut etre encapsuie dans une bicouche 
lipidique, comme decrit dans la demande de brevet international WO 95/22961. 

Une autre technique duplication comprend un bombardement des 
cellules tumorales avec des microbilies recouvertes d'ADN (proc6d6 de 

30 biolistique). 
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II est egalement possible d'utiliser I'ADN avec un agent complexant d'ADN, 
t I que les polyrrteres cationiques t les lipides cattoniqu s. Les polym6res 
cationiqu s pouvant etre utilises sont notamment la polylysine, la protamine, et la 
spermine. L s lipides pouvant §tre utilises sont notamment I DOTMA 1,2- 
5 dioI6yloxypropyf-34rimethyl bromide d'ammoniura Certains lipides 
polycationiques peuvent egalement etre utilises. 

La presente invention conceme egalement un melange contenant la 
proline E2, une proteine E2 dpnt la sequence a 6t6 modifiee, la sequence de 
nucleotides qui code pour la proline E2 ou pour une proteine E2 dont la 
10 sequence a 6t6 modifiee, et un addftif qui favorise leur effet. 

Par additif qui favorise leur effet, on entend un inhibiteur ou un regulateur 
de cycle cellulaire, un agent qui favorise I'augmentation de la synthese de ia 
proteine p53 induite, une substance chimioth6rapeutique, telle que notamment le 
taxol, le cisplatin. 

15 La prot6ine E2 ou !a sequence de nucleotides codant pour la proteine E2 

ou ia composition selon (Invention peuvent etre d6livr6es directement dans 
I'espace interstitiel des tissus infectes ou e finterieur des cellules infectees par un 
papillomavirus et/ou des cellules portant des lesions pr6-canc6reuses et/ou des 
cellules canc6reuses. Une telle ntethode appliqu6e a un ADN nu est notamment 

20 d6crite dans la demande de brevet intemationate WO 90/1 1092. 

La pr£sente invention conceme egalement une formulation locale ou 
topique comprenant une proteine E2 sauvage ou modifiee ou une sequence de 
nucleotides codant pour une proteine E2 sauvage ou modifiee, une composition 
telle que decrrte cklessus ou un vecteur tel que decrit ci-dessus. 

25 La proteine E2 sauvage ou modifiee, ou la sequence de nucleotides 

codant pour une proteine E2 peuvent etre mise en oeuvre & diverses doses 
selon I'etendue de la surface a traiter et Timportance des lesions associees a 
infection. On met en oeuvre une composition contenant une dose qui comprend 
habitueliement de 1 & 1000 \ig de sequence de nucleotides, et de preference de 

30 10 & 500 jxg de sequence de nudeotides. On met en oeuvre une composition 
contenant une dose qui comprend habituell ment de 0,05 a 10 ng de proteine, t 
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d preference de 0,1 a 1 d prot6ine. Avantageusement, le traitement est 
local, la composition etant directement appliqu§e au niveau de la !6sion, sort un 
s ule fois, soft plusieurs fois a intervalles r^guliers de plusieurs jours, par 
xemple 5 a 10jours. 

5 Habituellement, lorsque la composition comprend une prot&ine E2, la 

composition comprend, de plus, un agent compiexant qui fadlite Pintemalisation 
de la proline dans les cellules infectees. 

La prteente invention concerns 6galement un proc6d6 permettant de 
s6lectionner des derives de la proline E2 capables d'induire I'apoptose de 

10 cellules infectees par un virus de type papillomavirus. Un tel proc6d6 comprendra 
avantageusement la mise en oeuvre d'une cellule h6te en culture contenant la 
partie du genome d'un papillomavirus humain ou bovin correspondant aux ggnes 
E6 et E7, cette partie du genome comprenant egalement la region promotrice 
P105, plac6e en amont des sequences codant pour les genes E6 et E7. La 

15 partie du genome de papillomavirus contenu dans la cellule hdte en culture sera 
indiff§remment integree dans le genome de ladite cellule h6te ou sous la form 
d'un vecteur contenant ladite partie du genome d'un papillomavirus. 
Avantageusement la partie du genome d'un papillomavirus contenant les genrs 
E6 et E7, ainsi que leur region promotrice sera integree dans le genome de ladite 

20 celule hdte eucaryote, qui sera de preference une cellule de mammifere et de 
fagon encore plus pr6f6r6e une cellule humaine, avantageusement une cellule 
humaine immortalisde. 

La cellule hdte mise en oeuvre dans le proc6d6 de selection de d6riv6s de 
E2 biologiquement actifs selon invention est est transfect6e avec un vecteur, n 

25 particulier un adenovirus recombinant ou un plasmide, contenant une sequence 
nucl6ique codant pour un candidat deriv§ de la prot6ine E2 d tester plac6e sous 
ie contrdle d'6l6ments permettant son expression dans la cellule hdte. 

L'activit§ des derives de la proteine E2 selon I 'invention est ensuite 
6valu6e en mettant en oeuvre le test d'apoptose d6crit d I'exemple 12 ou & 

30 I'exemple 13, par exemple en mesurant le degr6 de mortalit6 dans la culture de 
cellules hdtes transferees. 
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Dans un mode de realisation particulier du proc6d6 d criblage de 
rinvention, 1 s cellules hfites contenant la partie du genome d'un papillomavirus 
comprenant E6 et E7 et P105 sont cotransfectees respectivement par un premier 
vecteur (piasmide par exemple) contenant un gene marqueur exprimable dans 
5 lesdites cellules hotes et un second vecteur contenant une sequence nucteique 
codant pour un candidat derive de la proteine E2 £ tester plac6e sous ie cotr6ie 
d'etements pennettant son expression dans cette cellule hdte. Le gene marqueur 
est avantageusement un gfene codant pour une proline faclilement d6tect6e 
dans la culture cellulaire, avantageusement une proteine fluorescente, et plus 

1 0 particulierement une proteine GFP. 

revolution de la mortality cellulaire est alors suivie par ('observation d la 
fluorescence de la culture des cellules hdtes transferees £ Taide d'un 
microscope 3 fluorescence. 

La pr6sente invention a montr6 que reactivation de la proteine E2 virale 

15 joue un r6le essentiel dans le developpement du cancer du col de Puteros. La 
progression de la dysplasie assoctee au papillomavirus HPV18 vers un stade 
malin est en relation avec la rupture de la phase ouverte de lecture de E2 ou de 
son defaut d'expression qui est une consequence de Integration de l*ADN viral 
dans le genome cellulaire (Berumen, J. et aL, 1994, Int. J. Cancer, 56, 640-645). 

20 Un tel cas a eu lieu dans les cellules HeLa venant d'un carcinome du col 

de I'ut6rus due a un papillomavirus humain HPV18 (Schwarz, E. et aL, 1985, 
Nature, 314,111-114). 

Le ph6notype transform^ est dependant de ('expression continue des 
proteines E6 et E7 virales (Bosch, FX et aL, 1990, J. ViroL, 64, 4743-4754). Ces 

25 genes ont 6te transcrits & partir du promoteur p105 qui contient les sites de 
liaison pour la proteine E2 (Thierry, F. et aL, 1987b, J. ViroL, 61, 134-142). II a 
6t6 montr6 dans des essais de co4ransfection que E2 reprime le promoteur P 105 
en liant specifiquement ses sequences d'ADN situ6es pres de la botte TATA 
(Thieny, F. et al., 1991, New Biol, 3, 90-100; et Demeret, C. et al., 1994, 

30 J. Virol, 68, 7075-7082). 
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Dans la presente invention, il a §te montr6 que la ^introduction de la 
proline E2 de HPV18 et BPV-1 dans d s cellules HeLa a r6prim6 la 
transcription des g§nes E6/E7 endog6nes, dont les produits inactivent les gdnes 
de suppression tu morale celullaires p53 et Rb, respectivement (Dyson, N. et al M 
5 1989, Science, 243, 934-937; Scheflher, M. etal., 1990, Cell, 63, 1129-1136). 

II a 6te montre que la proteine E2 de BPV-1 est capable d'augmenter le 
taux de la proteine p53 dans les cellules HeLa de 8 d 20 fois (Hwang, E.-S. et a!., 
1993, 1 Virol., 67, 3720-3729 et 1996, Oncogene, 12, 795-803; et Dowhanick, 
JJ. et aL. 1995, 1 Virol, 69, 7791-7799). II a 6te suppose que cette 

10 augmentation du taux de p53 provoqu6e par E2 pourrait §tre due £ une 
regulation inverse de Pexpression de E6 au travers d'un repression 
transcriptionnelle du promoteur P 105 . Cependant, les r£sultats de la presente 
invention ont montr6 que la regulation inverse de la transcription de E6 n'&tait 
pas le seul nrtecanisme cellulaire conduisant d ('activation post-transcriptionnelle 

15 pour activer p53, puisque E2TR (forme modiftee de E2 qui est denude d la 
majeure partie de la region d'activation) ne provoque pas ('augmentation du taux 
de la proteine p53 dans les conditions sous lesquelles elle r£prime la 
transcription de E6/E7 endogfcne. 

La presente invention a montr£ que les prolines E2 de HPV18 et BPV-1 

20 exprim£es dans les cellules HeLa peuvent activer les deux plasmides reporteurs 
(PG13-CAT et MDM2-CAT) portant les sites d'interaction de la proteine p53. Au 
contraire, les versions tronqu£es de E2 (proteines modiftees) ont induit de fagon 
moderSe ('activation de factivite de transcription de p53 (motns de 10 % de cell 
obtenue avec la proteine E2 complete). Ces essais ont montr6 un 6cart dair 

25 entre les capacity des deux formes de E2 pour activer p53, aiors que les deux 
ont r£prim6 la transcription de E6/E7 endog6ne. Cependant des variations fines 
dans les taux de repression de la transcription de E6 pourraient exister entre les 
proteines de E2 complete et modifiee. Les cellules exprimant E2TR pourraient 
continuer a produire assez de proteine E6 pour d6grader p53. 

30 L'existence d'une voie alternative deactivation de p53 ind6pendante de la 

repression de E6 a 6te confirm£e par la capacite de la proteine E2K344 & induire 
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Pactivite d p53, bien qu'elle soit defective pour la liaison de I'ADN, (a repression 
d la transcription de HPV et ('activation des plasmides reporteurs portant les 
sites d'interaction de la proteine E2. Ces observations indiquent que E2 active 
p53 ind6p ndamment de la repression de la transcription de E6. L'activation 
5 induite par E2 de Pactivite de transcription de p53 apparait 3tre dirig6e par deux 
voies ind6pendantes qui cooperent La co-expression de E2TR et E2K344 a 
entra?n6 un niveau d'activation proche de celui observe avec la proteine 
complete E2. 

Les essais de la presente invention ont montre que Pactivation de la 
10 transcription induite par E2 et Cactivation de p53 sont des ev6nements 
ind6pendants. 

D'une part, E2 pourrait interagir avec p53 9 conduisant a la stabilisation de 
la proteine. Un facteur auxiliaire serait alors en jeu. D'autre part, E2 pourrait 
interferer avec des facteurs qui augmentent Pactivite de liaison de PADN de p53, 

15 telle que la cas§ine kinase II (Hupp, T.R. et al., 1992, Cell, 71, 875-886), la 
proteine kinase C (Hupp, T.R. et a!., 1994, Curr. B/o/., 4, 865-875); Takenaka, L 
et al., 1995, J. Biol. Cham., 270, 5405-5411) ou les kinases cyclines 
d6pendantes (Wang, Y. et aL, 1995, Nature, 376, 88-91). Altemativement, E2 
pourrait interagir avec un facteur qui inhibe Pactivite de transcription de p53, par 

20 exemple MDM2 (Momand, J. et aL, 1992, Proc. Natl Acad. Sci. USA, 91, 1998- 
2002). 

Si E2 active p53 ind6pendarnment de la repression de la transcription de 
E6, E2 devrait activer Pactivite de transcription de p53 dans des ligndes 
cellulaires HPV-n6gatives. En fait, ii a 6te observe que E2 a induit une activation 

25 mod§r6e mais r£guliere du plasmide reporteur PG13-CAT dans des cellules 
HPV-n6gatives contenant p53 de type sauvage, telles que HepG2 ou NIH3T3. 
Dans les cellules SAOS p53-null ou les cellules contenant des mutations 
ponctuelles dans le g6ne de p53 (SW13, C33 ou HaCaT), E2 6tait capable 
d'augmenter Pactivation de PG13-CAT quand elie 6tait co-exprim6e avec la 

30 proteine p53 exogfene. Cependant, le niveau de Pactivation induite par E2 dans 
les cellules HPV-n6gatives est reste 10 fois plus faible que celui obtenu dans les 
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cellules HeLa. Ces observations montrent qu I'activation de p53 pounrait fitre 
amplcfi6e dans les cellules exprimant les prolines virales. 

Des essais ont montr6 que E2 n'a pas prot6g§ p53 de la degradation 
induite par E6 in vitro . L'expression d'un mutant dominant-nSgatif de E6 dans les 
5 cellules HeLa n'a pas interfere avec I'activation de p53 induite par E2; ceci 
montre que E2 et E6 n' interagissent pas in yrvo . 

La proline E2 de BPV-1 induit Parr§t de croissance en phase G1 dans les 
cellules HeLa, par une augmentation du niveau de p53 (Hwang, E.-S. et al., 
1993, J. Virol, 67, 795-803; Dowhanick, J.J. et al., 1995, J. ViroL % 69, 7791- 
10 7799). La pr6sente invention a confirms ces observations pour la prot6ine E2 d 
BPV-1 et a montr6 que la prot6ine E2 de HPV1 8 homologue se comportait de 
fagon similaire. 

La presente invention a montr§ que Fexpression de c-p53 (mutant trans- 
dominant nggatif) a surmont6 le bloquage du cycle cellulaire induite par E2 9 

15 prouvant de fagon claire que la fonction de transactivation sp6cifique de 
sequence de p53 6tait responsable de cet effeL 

La presente invention a montrg que les prolines E2 de BPV-1 et de 
HPV18 provoquent la mort cellulaire quand elles sont exprim6es de fagon 
transitoire dans les cellules HeLa. La mort cellulaire induite par E2 montre les 

20 caracteristiques de fapoptose, telles que la condensation de ia chromatine, le 
contenu de I'ADN inferieur & 2n et les coupures de I'ADN double-brin. La 
procedure conduisant & la mort cellulaire induite par E2 semble diverger, au 
moins partiellement, de celle impliqu6e dans ('arret de la croissance en phase G1 
induit par E2 9 puique cela n'exige pas ('activity de transcription de p53. 

25 Cependant, le role de p53 comme r6gulateur de transcription ne peut pas §tre 
totalement 6cart6. 

Les r^suttats obtenus confirment que fapoptose induite par p53 est 
ind6pendante de Pactivit6 de transcription de p53 (Caelles, C. et al., 1994, 
Nature, 370, 220-223; Wagner, AJ. et al., 1994, Genes Dev., 8, 2817-2830; 

30 Haupt, Y. et al„ 1995, Genes Dev., 9 f 2170-2183 et 1996, EMBO J., 15, 1596- 
1606; Rowan, S. et al., 1996, EMBO J., 15, 827-838). 
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La mort cellulaire indurte par E2 apparait §tre, au moins en partie, 
tndgpendante de la repression de la transcription de E6/E7, puisque E2TR a 6t6 
incapable d'induire un ph6notype cellulaire anormal, alors que E2K344 a pu 
occasionner la mort cellulaire dans certains cas. Le manque d'effet observe avec 
5 E2TR peut §tre explique de deux fagons. D'une part, E2TR ne rgprime pas que 
la synthase de E6 t mais aussi celle de E7. La modulation inverse de E7 active la 
proteine retinoblastoma qui protege les cellules de Papoptose (Almasan, A. et 
al. f 1995, Proc. Natl Acad. Sri. USA. 92, 5436-5440; Haas-Kogan, DA. et aL, 
1995, EMBO J., 14, 461-472). D'autre part, le niveau de p53 g6n6r6 par E2TR 

10 pourrait ne pas etre suffisant pour provoquer la mort cellulaire. Altemativement, 
une modification additionnelle de p53 indurte par la region de transactivation de 
E2 pourrait etre n6cessaire. 

Dans la presente invention il est montr6 que E2 induit p53 dans les 
cellules HeLa par au moins deux voies. L'une est r6alisee par la voie de la 

15 repression de la transcription de E6/E7 endogene. Dans I'autre voie, E2 active 
p53 sort £ travers une interaction directe, sort £ travers un facteur auxiliaire. 

La figurel repr6sente ('analyse de Pextension d'amorce r6alis6e avec la 
sonde sp6cifique de la proline E6, sur PARN total extrait k partir des cellules 
transferees exprimant le marqueur membranaire H2Kd. Les deux prolines E2 

20 de HPV18 (voie 5) et BPV-1 (voie 3) ont reduit le niveau de PARN sp6cifique de 
E6 inttie par le promoteur P 105 (fl£ches superieures de la figure 1 ). Un niveau 
comparable de repression a ete obtenu avec la forme tronquee de la proteine E2 
de BPV-1, la proteine E2TR, dans laquelle la majeure partie de la region 
d'activation amino-terminale manque (voie 2). les cellules HeLa sont 

25 transferees dans les boftes de Petri de 10 cm avec 1fig du plasmide exprimant 
H2Kd et 1jig de Pun des vecteurs codant soft pour la proteine E2 de BPV-1 (voie 
3), soit pour la proteine E2TR de BPV-1 (voie 2), soft pour la proteine E2 de 
HPV18 (voie 5) ou pour un contrite n6gatif E1TTL (voies 1 et 4). 
p-acl repr6sente la p-actine. 

30 La figure 2 (figures 2A, 2B, 2C) montre que E2 active les promoteurs 

contenant les sites de liaison de p53. ^expression de la proteine E2 complete de 
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BPV-1 dans toute sa longueur a entrafrte une augmentation de I'activite de CAT 
k partir des plasmides dirig6s par le promoteur MDM2 rgpondant a la p53 
naturellement, ou un promoteur syntttetique contenant 13 sites de liaison pour 
p53 (PG13-CAT). 

5 La figure 2A montre que ['expression de la proteine E2 de BPV-1 dans 

toute sa longueur a entra?n6 une augmentation de Pactivite de CAT d partir des 
plasmides diriggs par le promoteur MDM2 r6pondant & la p53 naturellement ou 
un promoteur synth6tique encadte par 13 sites de liaison pour p53 (PG13-CAT). 
La figure 2B montre que la proline tronqu6e de p53 a ete d6tectee par 
10 immunologie d I'aide de Panticorps monoclonal Ab421 . 

La figure 2C montre que ('expression de c-p53 a complement fait 
disparattre I'activite transcriptionnelle de p53 induite par E2. 

La figure 3 montre que E2 n'active pas p53 seulement en reprimant la 
transcription endogene de E6 ( car les deux formes tronquges et d6!6tees de E2 
15 ne sont pas capables d'induire I'activation de la transcription dependante de p53 
£ des niveaux 6lev6s. 

La figure 4 reptesente des analyses par Western Blot (figure 4A). La figure 
4 montre que les quantrtes d'ARN de p53 n'ont pas varte dans les cellules 
exprimant les deux prolines E2, en comparaison avec les cellules transferees 
20 avec le vecteur de controle negatif (Figure 4B). Uaction concomitante des deux 
formes de E2 (E2TR et E2K344) entraine une activation de p53 aussi bonne que 
la proline E2 complete. 

La figure 5 montre qu'aux concentrations optimales, la proteine E2K344 a 
induit PG13-CAT 20 fois plus (figure 5A). Cette activation a 6t6 3 fois plus basse 
25 et 7 fois plus haute que cede observ6e avec la proteine sauvage E2 et la 
proteine tronqu6e E2TR, respectivement 

La figure 5B montre que la perte de I'activite de liaison de I'ADN de la 
proteine modifi6e E2K344 a 6t6 confirntee par son incapacity £ activer la 
transcription a partir de TKE2-CAT dans des conditions dans lesquelles la 
30 proteine E2 sauvage a acth/6 la transcription jusqu'S 70 fois plus* 
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La figure 5C montre que Pactivation synergique de PG13-CAT par E2K344 
et E2TR a 6t6 mise en correlation avec une augmentation du niveau de la 
proteine p53. 

La figure 6 montre que la sous-population 2n (sub-2n) des ceilul s qui 
5 expriment E2 est trois fois plus grande que celle des cellules transferees avec 
un plasmide contrite n6gatif E1TTL ou un vecteur qui exprime E2TR (figure 6A). 
La proportion d'ADN sub-2n est indiquee sur la gauche de la figure 6A. La figure 
6B repr6sente les photographies de cellules exprimant E2TR (section 1), 
E2K344 (section 2), ou E2 (sections 3-6). Les noyaux ont ete colons avec de 

10 Hodure de propidium (sections 1-3). Les cellules H2Kd-positives ont 6t6 colors s 
en vert par un anticorps anti-H2Kd couple & FITC (sections 1-3). Les sections 4 
et 5 represented la m§me section de cellules coIor6es soit avec un anticorps 
couple avec un rouge Texas qui detecte la proteine E2 (section 4) ou avec OAPI 
(section 5). Un exemple de noyaux TUNEL-positifs est montre sur la section 6. 

15 Les fteches indiquent les cellules transfectees qui montrent des apparences 
anormales. Une parte des cellules transferees exprimant la totality de la 
proteine E2 (section 3) ou la proteine modifiee E2K344 (section 2) montre un 
nette reduction de la taille de leur cytoplasme et de leur noyau. Ces apparences 
anormales n'ont pas 6t6 observees dans les cellules transferees avec E2TR 

20 (section 1 ). 

La figure 7 (figures 7A, 7B, 7C) montre que les cellules HeLa ont 6t6 
transfect6es avec 5 \ig de PG13-CAT et 0,5 jig du vecteur qui code pour H2Kd, 
1,5 ^g du vecteur qui exprime E1TTL, E2 de HPV18, ou E2 de BPV-1, avec 1,5 
jig d'un plasmide qui code pour c-p53 (parte hachuree de la figure 7) ou pour le 

25 vecteur seul (parte blanche de la figure 7). Le pourcentage de cellules en phase 
G1 a 6t6 marque schematiquement sur la figure 7A. La figure 7C repr6sente la 
proportion de cellules ayant le contenu en ADN inf6rieur d 2n. L'activit§ CAT a 
6t6 testee sur le dixieme de la population cellulaire, la multiplication de I'activite a 
6te relev6e sur la figure 7B. 

30 La figure 8 represente la carte de restriction du plasmide pCG(ATG-). La 

construction de ce plasmide a ete d6crite par Tanaka et al, Cell, 1990, 60, 375- 
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386. L plasmide pCG(ATG-) permet d'obtenir ie plasmide pCGE2TR et le 
plasmide pCGEZ18VoNCO. 

Le plasmide pCGE2TR est un vecteur d'expression eucaryote contenant 
un fragment d'ADN de 891 pb correspondant 6 la sequence de la proline E2 du 
5 papillomavirus BP\M tronqu6e des 2/3 de son domaine N-terminal. Le fragment 
a 616 pr6par6 6 partir du plasmide pC59 (Spalholz et al, Cell 42, 183-191 , 1985), 
qui exprime la totality de la proteine E2 de BPV-1. II est don6 entre les sites Xbal 
et BamHI du vecteur. 

Le plasmide pCGE2.18VoNCO est un vecteur d'expression eucaryote 
10 contenant la totality de la sequence de la prot6ine E2 du papillomavirus HPV-18. 
Le fragment d'ADN a 6te pr6par6 & partir du g6nome viral iso!6 par Boshart et al, 
EMBO J. t 3, 1151-1157, 1984 et s6quenc6 par Cole et Danos, 1 Mol. B/o/., 193, 
599-608, 1987). La s6quence entre les nucl6otides 2817 et 3450 du g6nome a 
6t6 clon6e entre les sites Xbal et BamHI du polylinker du vecteur pCG. Le codon 
15 ATG dlnitiation de la traduction de la proteine E2 a 6t§ modifi6 au cours du 
donage par insertion d'un site de restriction NCO. 

La figure 9 (figures 9A et 9B) repr6sente la carte de restriction de llnsert 
E2TR de BPV-1 (SEQ ID NO: 1). 

La figure 10 represente la s6quence prot6ique de E2TR qui correspond 6 
20 la deuxi6me ligne d'addes amin6s (26me phase de lecture) (SEQ ID NO: 2). 

La figure 11 (figures 11A et 11B) repr6sente la carte de restriction d 
finsertdu plasmide pCGE2.18VoNCO. Dans cet insert, le codon ATG d'initiation 
de la traduction de la prot6ine E2 a 6t6 modifi6e au cours du donage par 
insertion d'un site de restriction NCO. La proteine sauvage porte un r6sidu Q d la 
25 position 2, la prot6ine modifiee qui forme llnsert, porte un r6sidu E a cette 
position (SEQ ID NO: 3). 

La figure 12 repr6sente la s6quence prot6ique de E2 modifi6e qui est 
exprim6e par le plasmide pCGE2.18VoNCO. Cette s6quence est situ6e sur la 
troisi6me ligne decides amin6s (36me phase de lecture) (SEQ ID NO: 4). 
30 La figure 13 (figures 13A 6 13Q) repr6sente un alignement des s6quences 

prot6iques de divers E2 de HPV. 
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La figure 14 montre I'expression des genes injectes dans des tumeurs 
d'origine humaine. 

Des preparations d'ADN ont T direct ment injectees dans ies tumeurs, 
induites chez Ies souris nude par rinoculation sous cutan6e d'un million de 
5 cellules HeLa. Approximativement 200pg de plasmides dtfferents, dans 50 [A de 
tampon TE ont 6t6 utilises pour Ies injections. Les animaux ont 6te sacrifi6s et 
ies tumeurs ont 6t6 dissequees 48 heures apr6s Pinjection. Les tumeurs ont 6t6 
pn6par6es et des extraits bruts ont 6t6 testes pour determiner Pactivite CAT selon 
la description donnee dans la partie Materiel et m6thodes, A) Test CAT 
10 caract6ristique. a) plasmide RSV-CAT exprimant CAT ; b) plasmide RSV-p-gal 
exprimant la (J-galactosidase ; c) solution TE. B) Donn6es moyennes de 
diff6rents essais CAT. Les valeurs relatives ont 6t6 calcutees en utilisant le 
pourcentage de conversion du chloranph6nicol obtenu dans au moins trois 
experiences, L'ordonnee repr6sente I'activite relative en CAT. 
15 La figure 1 5 montre la detection histochimique de I'activite p-galactosidase 

dans des sections de tumeurs 

Les sections de tumeurs injectees ont 6t6 obtenues et pr6parees seion la 
technique decrite dans materiel et m6thode. L'activite p-galactosidase a ete 
detectee en utilisant la coloration X-gal, resultant en une couleur bleu-indigo. 
20 Aprds coloration, les sections de tissus ont ete contre-coior6es avec d 

reosine et de I'hematoxyline. Les photos repr6sentant les resultats sont donn6es 
dans les parties A, B et C, 40X, C, D et E, 60X. 

La figure 16 montre {'expression au cours du temps des g6nes injectes. 

Les tumeurs de chaque groupe d'animaux ont 6t6 injectees avec des 
25 quantites 6quivalentes d'ADN et resectionn6es 24, 48, 72 et 192 heures plus 
tard. Les pourcentages de conversion du chloramphenicol ont ete utilises pour 
calculer les activates relatives. L'ordonn6e represente I'activite relative en CAT. 

La figure 1 7 montre la croissance des tumeurs injectees avec differentes 
preparations d'ADN. 
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Les volumes d turn urs ont 6t6 calcules a partir de valeurs obtenues 
selon la d scription faite dans "Materiel et methodes". Dans chaque cas, les 
valeurs moyennes de differentes experiences (+/- erreur standard) sont 
montr6es. Les points indiquent les jours des injections. Les echantillons B t C 
5 correspondent aux r6sultats obtenus a partir des experiences r6alis6es n 
double-aveugle. 

La figure 18 montre que des injections r£p£t£es de plasmides exprimant 
E2 r6duisent la croissance tumorals de la Iign6e cellulaire humaine exprimant les 
oncogenes E6 et E7.HPV18 
10 Les valeurs obtenues a partir des differentes experiences ont 6t6 utilises 

pour calcuier les valeurs T/C f selon la description faite dans Materiel et 
Methodes. 

I et II; quatre doses de 100 pg de pC59 chaque ; III, cinq doses (100 pg de 
pC59 chaque) ; IV, deux doses (200 pg de pC59 chaque) ; V, cinq doses (200 pg 
15 de pC59 chaque) ; VI, deux doses de 200pg de pCGE2; VII, doses multiples de 
pC59. 

La presente invention est illustree par les exemples suivants. 

20 EX EM PLE 1 

Constructions des plasmides portant le gene reporteur CAT 
Le piasmide p1 8-4325 contenant le marqueur CAT et le promoteur P 105 a 
6te d6crit par Thierry et al. (New Biol., 1991 , 3, 90-100). Ce piasmide contient les 
sequences de la longue region de contrite (LCR) du HPV18 sftu6e entre les 
25 nucleotides 6930 et 120 (Thieny et al., Cancer Cells, 1987, 5, 23-32). 

TKE2-CAT, reference pr6cedemment comme TK-E2BS, contient six sites 
de liaison E2 avant le promoteur de la thymidine kinase du virus herpes simplex 
(Thierry et al, Mol. Cell Biol., 1990, 10, 4431-4437). 

PG 13-CAT contient 13 sites de liaison pour p53 avant le promoteur du 
30 polyomavirus, alors que dans MG 13-CAT les sites de liaison de p53 ont 6te 
modifies (Kem et al., Science, 1992, 256, 827-830). 
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MDM2-CAT contient le promot ur p53 mdm2 (Moshe Oren). 

Le plasmide pC53-SN3 exprime p53 type-sauvage humain (Baker t al. t 
Sci nee. 1990, 249, 912-915) 

Les vecteurs pCGE2 (Ustav et aL, EMBO J.,1991, 10, 449-457) et 
5 pCGE2TR (Demeret et al, J. Virol., 1994, 68, 7075-7082) expriment ta proteine 
E2de BPV-1. 

Le plasmide pCGE2K344 exprime une proline modiftee venant de la 
proline E2 de BPV-1 qui contient une lysine d la place d'une arginine d la 
position 344. 

10 Le g6nome complet du papillomavirus humain de type 18 (HPV 18) a 6te 

d6crit par Cole et aL (J. Mol. Biol., 1987, 193, 599-608). La sequence 
nucleotidiques de la proline E2 y est totalement d6crite. 

Le plasmide pCGE2K344 a 6te construit en sous-donant un fragment 
BamHI contenant TORF modifte de C59 kz E2 K344, qui a 6te decrit par 

15 Dowhanik et ah, (J. Virol.,1995, 69, 7791-7799) dans un vecteur pCG ayant subi 
une restriction BamHI (Tanaka et aL, Cell, 1990, 60, 375-386) . 

La proteine E2 de HPV18 a 6te exprinrtee d partir du vecteur pCGE2.18 
qui a 6te d6crit par Demeret et aL (J. ViroL, 1994, 68. 7075-7082). 

Le plasmide pCGE2.18VoNCO est un vecteur d'expression eucaryote 

20 contenant la totalite de la sequence de la proteine E2 du papillomavirus HPV18. 
Le fragment d'ADN a 6t6 prepare a partir du genome viral isol6 par Boshart et al, 
EMBO J. t 3, 1151-1157, 1984 et $6quenc6 par Cole et Danos, J. Mol. Biol., 193, 
599-608, 1987). La sequence entre les nucleotides 2817 et 3450 du g6nome a 
6te don6e entre les sites Xbal et BamHI du poiylinker du vecteur pCG. Le codon 

25 ATG d'initiation de la traduction de la proteine E2 a 6te modrfte au cours du 
donage par insertion d*un site de restriction NCO. 

Le papillomavirus bovin de type 1 (BPV-1) code pour deux formes de 
proteines E2, une de 28 et Fautre de 31 kDa (Lambert et aL, Cell, 1989, 50, 69- 
78). La proteine de 31 kDa, e'est d dire la proteine E2TR, ne contient pas la 

30 majeure partie du domaine de transactivation N-terminale. La proteine E2TR a 
6te exprim6e d partir du plasmide pCGE2.DBD. Ce plasmide a 6t6 construit en 
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sous-clonant le fragment de E2 de BPV-1 (entre les nucleotides 3023 et 3882) d 
partir du plasmide pC59 (Spalholz et at. v 1 985, 42, 1 83-1 91 ). 

Comme contrfles negatifs, ont 6t6 utilises le plasmide pCGEI.B TTL 
d6crit par Le Moal et a). (J. Viroi.,1994, 68, 3151-3154) ou le plasmide pGGE1 .18 
5 TTL. Le plasmide pGGE1.18 TTL a 6t6 construit en introduisant la sequence 
TTAGTTMCTAA (SEQ ID NO: 5) qui est un agent de liaison de tenminaison de 
traduction, dans le site Fspl du fragment Taq-BstNl de 2160 pb de la phas 
ouverte de lecture (ORF) de la prot&ine E1 de HPV 18, qui a 6t6 pr6c6demment 
clon§ dans le plasmide pCG. 
10 Le plasmide pPKC.Kd.wt, foumi par Abastado, exprime la molecule H2Kd 

de MHC classe 1 qui est un antigdne de surface, d partir du promoteur prtcoce 
de SV40. 

Le plasmide CMVgfp exprime une proline fluorescente verte £ partir du 
promoteur de cytomegalovirus. 

15 

EXEMPLE 2 

Culture de cellules 

Toutes les cellules ont 6t6 cultiv6es dans le milieu de Eagle modifi6 par 
Dulbecco (DMEM, Gibco) et contenant de plus 7 % de s6rum de veau foetal, de 
20 la p6nicilline (500 Ul/ml) et de la streptomycine (1 25 ng/ml). 

24 heures avant la transfection, 2. 10 5 et 5.1 0 5 cellules HeLa ont 6t6 
6tal6es dans des boTtes de P6tri de 6 et 10 cm de diam&re respectivement De 
mdme T 5. 10 5 cellules NIH3T3 ont 6t6 6tal§es dans des bottes de P6tri de 6 cm, 
de mdme pour les cellules SAOS-2, HaCaT et SW13. 7,5. 10 5 cellules G33 ont 
25 6t6 6tal6es dans des bottes de P6tri de 6 cm de diam&re, et 7,5. 10 s cellules 
HepG2 ont 6t6 6tal6es dans des bottes de P6tri de 6 cm de diamdtre. 

Les transfections ont 6t6 r6alis6es seton la m6thode de coprScipitation au 
phosphate-calcium d&rite par Desaintes et al. (Oncogene, 1995, 10, 2155- 
2161). 
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L'ADN a et6 prepare seion la method d QIAGEN. 6 fig nt 6t6 mis en 
oeuvre pour les boftes d P6tri de 6 cm et 12 \ig pour les boTtes de P6tri de 10 
cm par transfection av c le plasmide BLUE SCRIBE (d Stratagene). 

Les essais CAT ont 6t6 r6alis6s avec 1/10 d 1/2 de Pextrait cellulaire total 
5 selon la m6thode d6crite par Desaintes et al. ( J. Virol. v 1992, 66, 325-333). 

La quantification du chloramphenicol marqu§ C 14 ac6tyl6 a 6t6 d6termin6e 
avec I'appareil Phosphorlmager (Molecular Dynamics). 

EXEMPIE 3 
10 Western blots 

Les cellules HeLa telles qu'obtenues ci-dessus dans les boftes de P6tri de 
10 cm ont et§ r6colt6es 40 k 44 heures apr6s la transfection et mises en 
suspension dans 200 \s\ de tampon Laemmli. 15 nl de cette suspension ont 6t6 
places sur un gel SDS-polyacrylamide 10 % (SDS : sodium doddcyl sulfate). 
15 Aprfes le transfert, les membranes de nitrocellulose ont 6t6 incub6es avec 

des anticorps conjugu6s & la peroxidase de raifort primaire et secondaire, en 
utilisant le kit de detection ECL (Boehringer Mannheim) seion les 
recommandations du fabricant 

L'antis6rum sp6cifique de la proteine E2 de BPV-1 qui a 6t6 d6crit par 
20 Dostatni et al. (Genes Dev., 1991, 5, 1657-1671) a 6te utilis6. 

L'anticorps monoclonal Ab1801 de p53 qui a 6t6 mis en oeuvre a 6t6 
foumi par la soci6t6 Santa Cruz Biotechnology. 

EXEMPLE 4 
25 Cytom6trie de flux 

Les cellules HeLa telles qu'obtenues ci-dessus dans les boftes de P6tri de 
10 cm, ont 6t6 recouvertes avec un tampon phosphate (PBS) et 0,1 % d'EDTA 
puis incub6es durant 10 minutes pour detacher les cellules de la g6lose de la 
bofte de P6tri. 

30 Les cellules sumageantes ont 6t§ r6colt6es en vue de mesurer le nombre 

de cellules mortes. 
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Les cellules ont 6t6 incubees pendant 45 minut s a 4°C en presence de 
tampon PBS, 10^ % d'azide et 2 % de serum de veau fo&al (SVF) avec 1/500 
de Tanticorps monoclonal specifique de H2Kd, Panticorps SF1 1 1 (Pharmingen). 

Apr6s lavage, les cellules ont 6te incub6es avec un anticorps anti-souris 
5 coupte d FITC 1/500 (Amersham) durant 45 minutes, puis fix6es avec 80 % 
d^thanoi. 

Ensuite, les cellules ont 6t§ rehydrat&es dans le tampon PBS et incub6es 
durant 30 minutes d 37 °C en presence dlodure de propidium (PI) (10 jig/ml) et 
de RNAse (10fig/ml). 
10 Les cellules ont 6t6 analyses a Paide rfun cytom6tre & flux (EPICS XL d 

la soci6t6 Coulter) en suivant la procedure recommand6e par le fabricanl 

Les cellules positives ont 6te conserves en vue d'une analyse de leur 
contenu eh ADN apr£s exclusion des doublets. Le cycle des cellules a 6t6 
analyst avec Pappareil MultiCycle Software de la soci6t6 Phoenix Flow Systems, 
15 Inc. 



EXEMPLE 5 
Immunofluorescence 

Les cellules HeLa ont 6te rincees avec le tampon PBS 24 a 75 heures 
20 aprfcs la transfection. Puis, elles sont incub6es en presence de Panticorps SF1 1 1 
(1/500 dans le tampon PBS et 2 % de FCS), puis de nouveau incub6es en 
presence de Panticorps antisouris secondare coupl6 d FITC. A ce stade, I s 
cellules ont 6te fix6es dans un melange 6thanol-adde antique 95/5. 

Apr6s hydratation, les cellules ont 6t6 color6es avec de Piodure de 
25 propidium ou incub&es avec un anticorps polyclonal de lapin dirig6 contre E2 de 
BPV-1 d6crit par Dostatni et al. (Genes Dev.,1991, 5, 1657-1671), puis avec un 
anticorps antiiapin couple a du rouge Texas (Amersham) et DAPI (Sigma 
Chemicals) 0,15 ng/ml. 



30 EXEMPLE 6 

Essai TUNEL 
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40 h ures aprfcs la transfection, les cellules HeLa ont ete fixees dans 4 % 
de paraformaldehyde durant 30 minutes et rendues perm6ables durant 2 minutes 
dans 0,1 % de Triton X-1Q0 et 0,1 % de citrate de sodium. 

La reaction TUNEL st realisde en utilisant I kit de detection des cellules 
5 mortes in situ (Boehringer Mannheim) en suivant les recommandations du 
fabricant 



WO 98/3 



E XE MPLE 7 
Extraction de I'ARN 

10 Les cellules HeLa ont ete transferees dans les boftes de Petri de 10 cm 

avec 1^g du vecteur exprimant H2Kd et tyg de run des plasmides suivants 
pCGE2(18) f pCGE2 f pCGE2TR ou pCGEITTL. 

La population de cellules transferees a 6t6 enrichie en sortant les cellules 
reconnues par l v anticorps anti-H2Kd d I'aide du cytom6tre d flux FACS Star Pius 
1 5 (Bectorv-Dickinson) en suivant les recommandations du fabricant 

L'ARN total a 6t6 prepare a I'aide du kit Qiagen RNeasy en suivant les 
recommandations du fabricant. 

5jig d'ARN ont subi une hybridation avec des amorces marquees au P 32 
durant 10 minutes a 68 °C et ensuite ont 6t6 refroidis lentement jusqu'd ia 
20 temperature ambiante. Deux amorces specifiques ont ete utilis6es : 

- un oligonucleotide de 24 bases compiementaire de la phase ouverte de 
lecture de ia proline E6 (partie 5') du papillomavirus HPV18, ce nucleotide ayant 
la sequence suivante : 

CTGTAAGTTCCAATACTGTCTTGC (SEQ ID NO: 6) 
25 -un oligonucleotide de 25 bases compiementaire de I'ARN de ia 0-actine 

humaine, cet oligonucleotide ayant la sequence suivante : 

ATCCATGGTGAGCTGGCGGCGGGTG (SEQ ID NO: 7) 

La transcription reverse a ete realis6e avec I'ARN ayant subi ('hybridation 

£ 37 °C durant 1 heure avec la transcriptase reverse MuLV dans les conditions 
30 habituelles d6crites par Ham et al. (EMBO J„ 1991, 10, 2931-2940). Les produits 

de la reaction ont ete determines sur le gel denature. 
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Pour I'analyse Northern Blot 5^g d'ARN ont 6te pos6s sur un gel MOPS- 
agarose 1%. Apr6s transfert, les m mbranes de nitrocellulose ont 6t6 hybrid6es 
avec une sonde p53 marquee avec du P 32 . La sonde a et6 pr6par6 en 
effectuant 10 cycles de PCR r6aiis6 sur un fragment d'ADNc de p53 humain 
5 avec une seule amorce ayant la sequence suivante : 
TCAGTCTGAGTCAGGCCCTTCTG (SEQ ID NO: 8) 

Cette amorce hybride avec la tenminaison 3' de la phase ouverte de 
lecture de p53. 



10 EXEMPLE 8 

Les prot6ines E2 des papillomavirus HPV18 ET BPV-1 rdpriment la 
transcription endogdne des genes E6 et E7 dans les cellules HeLa. 

II a 616 montre dans des essais de co-transfection que les prolines E2 de 
HPV18 et de BPV-1 r6priment Factivit§ d'un g6ne reporteur transcrit a partir du 
15 promoteur P 105 du papillomavirus humain HPV18 (Thierry et al., EMBO J. f 
1987,6, 3391-3397; Thierry et al., New Biol., 1991, 3, 90-100; et Demeret et al M 
J. ViroL, 1994, 68, 7075-7082). 

Plusieurs copies de PADN du HPV18 ont 6t6 introduites dans le g6nome 
dans les cellules HeLa. Le promoteur P 105 transcrit de fagon constitutionnelle les 
20 oncogenes E6 et E7, comme cela est illustr6 d la figure 1 . 

Comme illustr6 d la figure 1 , les cellules HeLa sont transfectees dans les 
boites de P6tri de 10 cm avec 1ng du plasmide exprimant H2Kd et 1jig de Tun 
des vecteurs codant soft pour la proteine £2 de BPV-1 (voie 3), soft pour la 
prot6ine E2TR de BPV-1 (voie 2), soft pour la prot6ine E2 de HPV18 (voie 5) ou 
25 pour un contrite n6gatif E1TTL (voies 1 et 4). 

L'ARN total a 6t6 extrait a partir des cellules transfectees et a subi une 
transcription reverse avec une amorce qui hybride en amont du site d'gpissage 
dans la phase ouverte de lecture de la prot6ine E6. 

Dans la figure 1 , la fteche sup6rieure indique ie produit sp6cifique E6/E7 
30 de 129 nucleotides de Extension de famorce. Une amorce comptementaire de la 
terminaison 5* de TARNm de la p-actine, introdufte comme un controle interne 
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dans chaque reaction, a r6v6!6 un produit d trasncription reverse de 
93 nucleotides, montrant qu*une quantity equivalente d'ARN total a 6t6 utilis6e 
dans chaque voie. 

Les cellules n'ont pas exprime la proline endogene E2 suite & 
5 (Interruption des phases ouvertes de lecture des prolines E1-E2 (Schwarz et 
al. a Nature, 1985, 314, 111-114). 

Nous verifions que la proline E2 exprimee a ete capable de r6primer la 
transcription de E6/E7 endogene dans les cellules HeLa. Le domaine de 
regulation du papillomavirus HPV16 int6gr£ dans I'ADN genomique pourrait 
10 presenter une structure chromatique dtfferente de cede adoptee sur un plasmide 
transfecte transttoirement conduisant & un acc&s modifie de E2 par ses 
sequences d'ADN de meme origine. 

Les cellules r6ellement transfectees ont 6te seiectionnees suivant leur 
reaction immunologique vis £ vis de Pantigene de surface, la molecule H2Kd de 
15 MHC ciasse 1 , qui est exprime en meme temps qur la proteine E2. 

(.'analyse de ('extension de I'amorce a 6t6 realis6e avec la sonde 
specifique de la proteine E6, sur FARN total extrait a partir des cellules positives 
H2Kd, comme ceta est illustr6 k la figure 1. Les deux proteines E2 de HPV18 
(voie 5) et BPV-1 (voie 3) ont r6duit le niveau de I'ARN specifique de E6 initie par 
20 le promoteur P 105 (fleches sup6rieures de la figure 1 ). Un niveau comparable de 
repression a et6 obtenu avec la forme tronqu6e de la proteine E2 de BPV-1, la 
proteine E2TR, dans laquelle la majeure partie de la region d'activation amino- 
terminale manque (voie 2). Aucune diminution dans les niveaux d'ARN du gene 
de contrfile de la p-actine n'a 6te observ6e. 
25 Ces r§suKats montrent que la proteine E2 et (a proteine E2TR peuvent 

toutes les deux reprimer sp6cifiquement la transcription des proteines E6/E7. 

EXEMPLE 9 

La proteine E2 augmente t'activite de transcription de pS3 dans les 
30 cellules HeLa 
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Les cellules HeLa conti nn nt deux alleles p53 sauvages. Cependant, 
ma!gr6 Pabondance des transcripts de p53 dans les cellules, la proline cod6e 
n'est pas detectable, parce qu'elle est d6grad6e iors de la reaction utilisant 
Pubiquitine comme intermediate, activee par la proteine E6 (Scheffner et al., 
5 Proc. Natl. Acad. ScLUSA, 1 991 , 88 t 5523-5527). 

La p53 endogene active sur la transcription peut etre activ6e quand ces 
cellules sont expos6es a des agents g&notoxiques ( Bute et al M Oncogene, 1995, 
10, 927-936). La proline E2 peut rSprimer Pexpression de la proline E6. On a 
recherche si cette repression conduisait & une stabilisation de p53. 
10 L'activtte de p53 a 6t6 testee & Paide de plasmides portant un marqueur 

CAT. 

Comme Pillustre la figure 2A, Pexpression de la proteine E2 complete de 
BPV-1 dans toute sa longueur a entrafne une augmentation de Pactivite de CAT 
a partir des plasmides dirig6s par le promoteur MDM2 r6pondant £ la p53 
15 naturellement ou un promoteur synthetique contenant 13 sites de liaison pour 
p53 (PG13-CAT). 

Pour confirmer que Pactivation de PG13-CAT a 6t6 en fait conduite par 
Pintermediaire de p53, un plasmide codant pour un produit de 17kDa 
correspondant £ la partie carboxy-terminale de p53 (c-p53) a 6t6 co-transfecte. 
20 Cette proteine tronquee de p53 a et6 d6tect6e par immunologie a Paide de 
Panticorps monoclonal Ab421 (Oncogene Science) sp6cifique de p53, qui 
reconnaTt aussi la proteine p53 sur toute sa longueur dans les cellules 
transferees avec un vecteur exprimant p53. Ceci est illustre par la figure 2B. 
Des formes tronquees courtes agissent comme des mutants trans- 
25 dominants-negatifs en formant des oligomers avec la proteine de type sauvage 
et en consequence inactivent la transactivation et les fonctions de suppression 
tumorale de p53 (Shaulian et al, Mol. Cell Biol., 1992, 12, 5581-5592). 

^expression de c-p53 (figure 2C) a complement fait disparaftre Pactivite 
transcriptionnelle de p53 induite par E2. Cect confirme que Peffet de E2 sur 
30 PG 1 3-CAT est permis par p53. 
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La figure 2A iliustre des essais realis6s av c d s extraits de cellules HeLa 
transfectees avec 2 ng de plasmides portant (e marqueur CAT et contenant le 
promoteur M0M2 ou le promoteur pr6coce de polyomavirus ncadr6 par 1 3 sites 
de liaison p53 (PG13-CAT), et 0,2 ng de plasmides exprimant la proline E2 d 
5 BPV-1. 

L'essai avec MDM2-CAT a 6t6 realist avec 15 fois moins d'extrait qu 
celuiavecPG13-CAT. 

Les activit6s relatives CAT ont 6t6 34, 319, 1 et 40 pour MDM2 + E1TTL, 
MDM2 + E2, PG13 + E1TTL et PG13 + E2, respectivement 

10 La figure 2B iliustre les r6su!tats du Western Blot Les cellules HeLa ont 

6te co-transfectees avec 1 \ig des vecteurs d'expression pour p53, un fragment 
carboxy-terminal de p53 (c-p53) ou un vecteur seul (-). Les prolines cellulaires 
totales ont 6t6 mises en Evidence avec Tanticorps monodonal Ab42 spgtifique 
de p53. Les filches indiquent la proline p53 sur toute sa longueur et c-p53. 

15 La figure 2C iliustre Pessai avec la marqueur CAT. Les cellules HeLa ont 

6t6 co-transfectees avec 2 \ig de PG13-CAT, 0,5 \ig des vecteurs d'expression 
pour la prot6ine E2 de BPV-1 (voies 3 et 4) ou E1TTL (voies 1 et 2) avec 1 jig 
d'un plasmide codant pour c-p53 trans-dominarrt-n6gatif (voies 2 et 4) ou un 
vecteur seul (voies 1 et 3). Les essais de marqueur CAT ont 6t6 r6alis6s avec 

20 1/5 des extraits cellulaires pendant 1 heure. 

EXEMPLE 10 

Les proteines E2 et E2TR diffdrent par leur capacity d'induire p53 

La figure 1 montre que la proteine E2 et la proteine tronqu6e E2TR 
25 r6priment toutes les deux Texpression de E6 avec des efficacites comparables. 

Get exemple, qui est HlustrS par la figure 3, montre que E2 n'active pas 
p53 seulement en rSprimant la transcription endogSne de E6, car les deux 
formes tronqu6es de E2 ne sont pas capables d'induire I'activation de la 
transcription d6pendante de p53 & des niveaux 6lev6s. 
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La proline E2 complete de HPV18 (courbes d gauche de la figure 3) et 
la proteine E2 compiet de BPV-1 (courbes de droite de la figure 3) ont 
augments I'activite d PG13-CAT de 30 £ 60 fois respectivement. Les formes 
courtes ont produit seulement une activation mod6r6e de PG13-CAT (jusqu'd 5 £ 
5 7 fois pour HPV18 et BPV-1 respectivement). Dans ces conditions, les formes 

tronqu6es de E2 (courbes basses 0), HPV18 E2DBD ou BPV-1 E2TR ont 

« 

r6prim6 d'une manfere qui depend de la dose, aussi efficacement que leurs 
prolines correspondantes completes (courbes basses O), Pactivite du marqueur 

CAT du piasmide reporteur P 105 . 

10 Les r6sultats illustr6s par la figure 3 ont 6t6 obtenus suite d des essais qui 

ont ete r6alis6s avec des quantites croissantes de plasmides exprimant la 
proteine E2 complete (symboles noirs sur la figure 3) de HPV18 ou BPV-1 ou 
des formes tronqu6es (symboles blancs sur la figure 3) de cette proline. Ces 
plasmides ont 6t6 transfers dans des cellules HeLa avec 2\ig de PG13-CAT 

15 (courbes du haut) ou P lor CAT (courbes du bas). Les valeurs qui represented la 
moyenne d'au moins 3 a 8 transfections independantes ont ete calcutees par 
rapport aux activites du marqueur CAT en presence du piasmide pCGEITTL 
comme contrdle negatif. 

La repression d&pendait specifiquement de ('interaction entre E2 et sa 

20 sequence d'ADN cible, comme le montrent les deux essais suivants. 

La mutation de trois sites de liaison de E2 les plus proches du promoteur 
P 105 a fait totalement disparaitre la repression par EZ Une autre mutation 
ponctuelle qui a detruit la capacity de liaison de I'ADN de la proteine E2 de BPV- 
1 a affaibli la repression de I'activite de P 10& 

25 La difference entre les formes complete et tronqu&e de E2 dans 

I'activation de p53 n'est pas due £ une difference dans le niveau d'expression, 
puisque les analyses par Western Blot ont montre (figure 4A, section haute) qu 
les deux produits etaient presents k des concentrations similaires dans les 
cellules transferees. 
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Dans les extraits de cellules transferees, ies deux prolines E2 ont Ii6 les 
sequences (fADN dbles avec des efficacites similaires. 

La difference dans ractivation de Pactivite de transcription de p53 a 6te 
mise en conflation avec le niveau d'&quilibre de la proline p53, comm le 

5 montre Panaiyse par Western Blot illustr6e a la figure 4A (section basse). Cette 
accumulation de proline p53 n'a pas r6sulte d'une activation de transcription du 
gdne, puisque les quantity d'ARN de p53 n'ont pas varte dans les cellules 
exprimant les deux prolines E2, en comparaison avec les cellules transfectees 
avec le vecteur de contrfile ndgatif (Figure 4B). 

10 Pour obtenir les r6sultats illustr6s dans la figure 4, qui montrent que la 

proteine E2 augmente le niveau d'expression de la proline p53 sans affecter la 
transcription du gdne qui code pour p53, les essais suivants ont 6t6 r£alis6s. Les 
cellules HeLa ont 6te transfect6es avec 0,5 \ig d'un plasmide exprimant H2Kd et 
1,5 yg des vecteurs codant pour E1TTL (-), E2 de BP\M ou E2TR de BPV-1. La 

15 population de cellules transfectees a 6te enrichie en s6lectionnant les cellules 
H2Kd-positives. La moitte des cellules a 6t6 mise en suspension dans le tampon 
de Laemmli pour une analyse des proteines, ('autre moitte a 6t6 utilis6e pour 
extraire PARN. La figure 4A lllustre les r6sultats d'analyse du Western Blot. Les 
membranes ont 6te incub6es avec un antiserum specifique de E2 (section haute) 

20 ou un anticorps Ab1801 de p53 (section basse). La figure 4B illustre les resultats 
d'analyse du Northern Blot . 5 fig d'ARN ont 6t6 d6pos6s sur un gel MOPS- 
agarose 1%. Apr&s transfert, la membrane a 6te incub6e avec une sonde 
specifique pour p53 et marquee avec P 32 . Dans la section gauche de la figure 4 
B, la fteche indique les transcripts de p53. Les positions des marqueurs de poids 

25 moteculaire de PARN sont indiqu6es sur la gauche de la figure 4. La 
photographie du gel sur la section droite de la figure 4 montre que des quantity 
6quivalentes d'ARNs 18$ et 28S 6taient presentes dans les trois voies. 

Ces r6sultats montrent que la proteine E2 active la proteine p53 a un 
niveau post-transcriptionnel et que cela n'est pas seulement du a la diminution 

30 de PARNm specifique de E6 endogfene. La repression du promoteur P 105 (fait 
pour les deux formes d E2, la forme complete et la forme ayant §te tronqu6e 
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dans sa parti N-terminale) n'est pas suffisante pour conterer Pactivation total 
de p53. 

Ceci montre qu'un autre fonction de la proteine E2, qui requiert 
probablement la presence de la region N-terminale, est aussi impliqu6e dans 
5 Rnduction de p53. 



Deux regions de la proteine E2 sont comptementaires du point de 
vue de leur fonction pour activer la transcription dirtg§e par p53 



totalement I'activite de transcription de p53. 

La sequence de la proteine E2 de BPV-1 a 6te modiftee par un proced6 
classique de mutation. L'anginine de la position 344 a 6te remplac6e par une 
lysine. Cette proteine modifi6e a 6te nommee E2K344. La mutation effectuge se 

15 situe dans I'hdlice a de reconnaissance de la region carboxy-terminale (Hegde et 
al., Nature, 1992, 359, 505 -512). Cette mutation entrafne la disparition de la 
liaison avec I'ADN sans modifier la dinterisation de la proline (Dowhanick et al., 
J. Virol., 1995, 69, 7791-7799). Le fait que cette proteine modifi6e s'accumul 
normalement dans le noyau, a 6t6 verifi6 par immunofluorescence. 

20 Aux concentrations optimales, la proline E2K344 a induit PG13-CAT 

20 fois plus, comme I'illustre la figure 5A. Cette activation a 6t6 3 fois plus basse 
et 7 fois plus haute que celie obsentee avec la proteine sauvage E2 et la 
proteine tronqu6e E2TR, respectivement 



Cependant, la co-expression de 0,2 fig de E2TR avec des doses 



25 croissantes de E2K344 a provoqu6 une activation synergique Qusqu'd 45 fois) de 

TactivrtedePG13-CAT. 

En comparant avec la proteine E2 sauvage, ('activation obtenue avec la 

combinaison des deux proteines modifi6es a exig§ une plus grande quantity des 

plasmides d'expression. L'activation a atteint des niveaux Equivalents £ des 
30 concentrations sup6rieures a 0,5 \xg. La perte de I'activite de liaison de I'ADN de 

la proteine modiftee E2K344 a 6te confirmee par son incapacity a activer la 



EXEMPLE11 



10 



Le domaine de liaison de I'ADN de E2 seule n'est pas apte pour activer 
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transcription & partir de TKE2-CAT dans des conditions dans lesquelies ia 
proline E2 sauvage a active la transcription jusqu'd 70 fois plus. Ceci est illustre 
par la figure 5B. 

TKE2-CAT est un plasmide contenant un marqueur CAT et six sites de 
5 liaison de la proline E2 en amont du promoteur de la thymidine kinase du virus 
de rherpes simplex. 

La co-expression de E2TR et de E2K344 n'a pas active TKE2-CAT, ceci 
indique que les deux prolines ne dim6risent pas de fagon heterologue pour 
reconstituer un transactivateur actif sp6cifique de la sequence. L'activatton 
10 synergique de PG13-CAT par E2K344 et E2TR a 6t6 mise en correlation avec 
une augmentation du niveau de la proteine p53. Ceci est illustre par la figure 5C. 
Le niveau de p53 6tait en fait plus 6lev6 dans les cellules exprimant les deux 
prolines E2TR et E2K344 ensemble, en comparison avec les cellules 
transfectees avec le vecteur de contrdle n§gatif ou run des deux plasmides 
1 5 d'expression seul. 

La quantity de proteine p53 dans les cellules transfectees par E2 est plus 
faible que celle s'accumulant dans les cellules transfectees avec un plasmide qui 
code pour une proteine p53 de type sauvage (SN3). 

Ces resultats montrent que I'activation de p53 induite par E2 est g£r£e par 
20 deux voies indgpendantes, Tune etant ind6pendante de la regulation n6gatice de 
la transcription de E6/E7. 

La figure 5 illustre que le domains de transaction de E2 et les regions 
de liaison de I'ADN contribuent de fagon synergique £ factivation de p53. Les 
cellules HeLa ont 6te transfectees avec des doses croissantes de vecteurs 
25 exprimant E2 (losange noir sur la figure 5), E2TR (losange Wane), E2K344 seul 
(rond blanc) ou en combinaison avec 0, 2 ng de E2TR (triangle blanc), avec 2 \xg 
de plasmides reporteurs PG13-CAT (figure 5A) ou TKE2-CAT (figure 5B). Le 
plasmide pCGEITTL a 6te utilise comme contrfile n6gatif. Les essais avec le 
reporteur CAT ont 6te realises avec des extraits cellulaires £ partir des cellules 
30 recoltees 44 heures apr6s la transfection. Sur la figure 5 (figures 5A et 5B), les 
valeurs sont exprim6es en comparaison & E1TTL La figure 5C illustre Fanalyse 
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de Western Blot r6alisee avec 1/5 des extraits de cellules transfect6es avec 
0,2 ng des vecteurs qui codent pour E1TTL, E2, E2TR, p53 humain (SN3) f ou 
0,8 fig de pCGE2K344 soit seul soit en combinaison avec 0,2 fig d pCGE2TR 
La proline p53 a 6t6 d6tect6e avec I'anticorps Ab1801 (Soci6t6 Santa 
5 Cruz). Les marqueurs de poids mo!6culaire sont indiqu6s sur la gauche de la 
figure 5C en kDa. 

Le tableau 1 montre ram6lioration mod6r6e de Pactivit6 de p53 par ia 
proline E2 dans des lign&es cellulaires HPV-n6gatives. 

Pour cet essai, ont 6t6 utilis6es 7 Iign6es cellulaires diff6rentes, qui 
10 peuvent §tre divis6es en deux categories selon leur statut vis k vis de p53. Les 
cellules HeLa, HepG2 et NIH3T3 contiennent des alleles de p53 de type 
sauvage, les cellules C33, SW13 et HaCaT expriment une forme mut6e de p53, 
et les cellules SAOS n'expriment pas p53 (ATCC n° HTB85). 

La presence de p53 endogfene actif du point de vue transcription a 616 
15 confimi6e en comparani ractMt6 de PG13-CAT avec celle de MG13-CAT. 
MG13-CAT est identique k PG13-CAT k ('exception que les s6quences de liaison 
de p53 ont 6t6 modifiees (mutees). 

L'expression de E2 dans les cellules HepG2 et NIH3T3 a provoqu6 une 
activation de 2 et 2,4 Ibis du plasmide reporteur PG13-CAT, respectivement 
20 Au contraire, E2 n'a pas induit une activation de PG13-CAT dans les 

cellules p53-n6gatives. Dans des conditions identiques, p53 exogene a induit 
une activation de PG13-CAT faible dans les cellules SW13, moyenne dans les 
cellules C33 et forte dans les cellules HaCaT et SAOS. 

En introduisant p53 exog6ne humain de type sauvage, E2 a multipli6 
25 I'activit6 de transcription de PG13-CAT par 2,2 k 4,5 fois dans les quatre 
diff6rentes Iign6es cellulaires. L'expression de E2 a induit au moins une 
multiplication de PacBvation par 50 du plasmide TKE2-CAT portant E2. Ces 
r6sultats montrent que ia prot6ine E2 pourrait induire Pactivit6 de transcription de 
p53 dans les Iign6es cellulaires HPV-n6gatives, bien qu'6 un niveau plus faible 
30 que celui observ6 dans les cellules HeLa. 
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Pour les essais conduisant au tableau 1 , les cellules ont 6t6 transfectees 
avec MG13-CAT ou PG13-CAT ensemble avec des plasmides qui codent pour I 
contrdle negatif E1TTL, E2 ou p53 sauvage humain. Le niveau de factivit6 de 

20 transcription p53 endog6ne a 6te d6termin6 en comparant les activites du 
reporteur CAT dans les cellules transfectees avec PG13-CAT ou MG13-CAT. 
Uactivation de PG13-CAT par E2 ou p53 a 6te calcutee en comparison avec le 
contrfile n6gatif E1TTL Les valeurs moyennes des activites ou le niveau de 
Pactivation ont 6t§ indiqu6es dans le tableau 1. 

25 Dans le tableau 1, a signifie que dans les Iign6es celluiaires HPV- 

negatives, le plasmide exprimant p53 humain a 6t6 co-transfect6 avec PG13- 
CAT et pCGE2 ou pCGEITTL; et n repr6sente le nombre d'essais d 
transfection ind§pendants realises. 

30 EXEMPLE 12 

E2 induit I'apoptose 
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ThierTy et al. (EMBO J., 1987, 6, 3391-3397) ont ddcrit rimpossibilite 
d'obtenir des clones de cellul s HeLa qui expriment E2 de fagon stable. Oe plus, 
d6s le d6but de la transfection, E2 pr6sente un effet toxique sur les cellules. 
Dans certaines drconstances, 0 a 6t6 montn§ que FacBvation de p53 induct 
5 I'apoptose (OHIer et al., MoL Cell Bid., 1990, 10, 5772-5781 et Yonish-Rouac et 
al., Nature, 1991, 352, 345-347). On a done recherch§ si Fexpression de E2 
entrainerait la mort cellulaire. 

Les cellules HeLa ont 6t6 mises en culture dans des boftes de P6tri de 
10 cm puis ont 6t6 transfectees avec 1,5 *ig de pCGEITTL, pCGE2 ou 
10 pCGE2TR, et 0,5 jig du plasmide exprimant H2Kd. 

40 heures apr6s la transfection, les cellules r6ellement transfectees ont 
6te mises en presence d'un anticorps coupte avec de fisothiocyanate (FITC) de 
fluoresceine H2Kd. Puis, leur contenu en ADN a 6t6 d6termin6 par cytometric de 
flux. 

15 La figure 6A montre que la sous-population dont le contenu en ADN est 

inf6rieure d 2n (sub-2n) des cellules qui expriment E2 est trois fois plus grande 
que cede des cellules transfect6es avec un plasmide contrdle n6gatif E1TTL ou 
un vecteur qui exprime E2TR. La proportion d'ADN sub-2n est indiqu6e sur la 
gauche de la figure 6A. 

20 La sous-population sub-2n correspond aux cellules qui ont perdu leur 

materiel genomique suite & la mort cellulaire. L'effet de E2 sur les cellules et la 
morphoiogie du noyau a 6t6 examine par immunofluorescence. Ceci est iliustte 
par la figure 6B. La figure 6B repr6sente les photographies de cellules exprimant 
E2TR (section 1), E2K344 (section 2), ou E2 (sections 3-6). Les noyaux ont ete 

25 colores avec de fiodure de propidium (sections 1-3). Les cellules H2Kd-posttives 
ont ete colorees en vert par un anticorps anti-H2Kd couple a FITC (sections 1-3). 
Les sections 4 et 5 represented la meme section de cellules colorees soit avec 
un anticorps couple avec un rouge Texas qui detecte la proteine E2 (section 4) 
ou avec DAPI (section 5). Un exemple de noyaux TUNEL-positifs est montre sur 

30 la section 6. Les fleches indiquent les cellules transfectees qui montrent une 
apparence anormale. Une partie des cellules transfectees exprimant la totalite de 
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la proline E2 (s ction 3) ou la proteine modifige E2K344 (s ction 2) montre une 
nette reduction de la taille de leur cytoplasme et de leur noyau. Ces apparences 
anormales n'ont pas ete observ6es dans ies cellules transfectees avec E2TR 
(section 1 ). 

5 (.'expression de E2 a aussi 6te visualis§e en colorant directement Ies 

cellules avec un anticorps anthE2 coupl6 d du rouge Texas (section 4). Les 
memes cellules ont 6t6 colorSes avec le 4 t 6-diaminodino-2-ph6nylindole (DAPI), 
ced montre deux cellules E2-positives ayant une chromatine condens6e (fteches 
dans la section 5). 

10 De plus, les cellules transfectees avec les vecteurs qui expriment E2 

contenaient des coupures d'ADN qui ont 6te mises en Evidence lors de Fessai 
TUNEL (section 6). Les cellules TUNEL-positives ont repr6sentees 7;5, 12 et 50 
% de la proportion des cellules H2Kd-positives qui expriment E1TTL, E2TR et E2 
respedivement 

15 ^expression de la proteine E2 de HPV18 a 6galement conduit d une 

apoptose, comme le montrent la condensation de la chromatine, la teneur en 
ADN de la sous-population sub-2n et les r6sultats de la reaction TUNEL. 

La m6thode pour tealiser la reaction de TUNEL est d6crite par Wang et al. 
, Cancer Gene Ther., 1995, 2, 9-17. 

20 Ces rSsultats montrent que la proteine E2 induit la mort cellulaire par 

apoptose. La mort cellulaire n'est pas due de fagon norvsp6cifique a une 
surproduction de proteine dans le noyau, puisque les farts caracteristiques de 
rapoptose (mort cellulaire, fragmentation de I'ADN et condensation de la 
chromatine) n'6taient pas au dessus du niveau du bruit de fond dans les cellules 

25 exprimant E2TR. 

EXEMPLE 13 

L'actfvite de transcription de p53 est n6cessaire pour I'arret de la 
croissance en phase G1 induit par E2, mais on peut s"en passer pour 
30 Tapoptose provoquee par E2 
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^augmentation d p53 accroft ou bloqu la progression au niveau de la 
phase G1 ou induit fapoptos (EID iry et al., Cell, 1993, 75, 817-825; Xiong et 
al.. Natur , 1993, 366, 701-704; Harper et al., Mol. Biol. Cell, 1995. 6, 387-400) 
ou induit I'apoptose (Diller et al., Mol. Cell Biol., 1990, 10, 5772-5781 et Yonish- 
5 Rouach et al. f Nature, 1 991 , 352, 345-347). 

II a d6j& 6t6 montr6 que ('expression de E2 stoppe les cellules HeLa et 
HT3 en phase G1 (Hwang et al, 1993,.et Dowhanick et al, 1995) pour voir, 
ensuite, le r6le de p53 dans I'apoptose induite par E2 et ParrSt de croissance en 
phase G1, ('activity transcriptionnelle de p53 a 6t§ inhib6e en co-exprimant op53 
10 (mutant de p53 trans-dominant n6gatif) en presence de E2. 

Les cellules HeLa ont 6te transfectees avec 5 yg de PG13-CAT et 0,5 fig 
du vecteur qui code pour H2Kd, 1,5 \ig du vecteur qui exprime E1TTL, E2 de 
HPV18, ou E2 de BPV-1, avec 1,5 \xg d'un plasmide qui code pour c-p53 (partie 
hachur6e de la figure 7) ou pour le vecteur seul (partie blanche de la figure 7). 
15 40 heures aprfes la transfection, les cellules H2Kd-positives ont 6t6 

marquees avec de Fiodure de propidium et analys&es par cytom6trie de flux pour 
determiner ieur contenu en ADN. 

Les cellules ont 6t6 mises en presence d'un anticorps coupte avec du 
FITC sp6cifique pour le marqueur de surface H2Kd cod6 par un plasmide co- 
20 transfecte. 

Le pourcentage de cellules en phase G1 a 6t6 marqu6 schematiquement 
sur la figure 7A. La figure 7C repr6sente la proportion de cellules ayant I 
contenu en ADN inf6rieur k 2n. L'activit6 CAT a 6t6 testee sur le dixfeme de la 
population cellulaire, la multiplication de I'activite a 6t6 relev6e sur la figure 7B. 

25 Comme illusW par la figure 7, Pexpression transitoire des prolines E2 de 

HVP18 et de BPV-1 (figure 7A) a augmente la proportion de cellules bloquees en 
phase G1 (70 et 73,5 % pour HVP18 et BPV-1 respectivement, en comparaison 
avec 55,1 % pour les cellules transfectees avec le plasmide contrtile negatif. La 
co-expression de c-p53 dominant-negatif (partie hachuree de la figure 7) a 

30 presque compietement libera le bloquage de G1 induit par E2, dans des 
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conditions telles qu'elle a complement fait disparaftre ('activity d transcription 
d p53 (figure 7B). 

L'apoptos induit par E2 a 6t6 contrflee par la proportion de cellules 
ayant un contenu d'ADN inferieur a 2n. Les cellules exprimant E2 de HPV18 et 
5 BPV-1 ont repr6sent6 une sous-population sub-2n de 15,8 % et 19,4 % 
respectivement, en comparaison avec 7 % pour les cellules faisant partie du 
contnflle n6gatif (figure 7C). 

Cependant, I'augmentation de l'apoptose induite par E2 n'a pas 6t6 
affectee par la co-expression de c-p53 dominant-n6gatif f au contraire, elle a 6t6 
10 un peu augments. 

Ces resultats montrent que l'apoptose et I' arrfit du cycle cellulaire en 
phase G1 observes dans les cellules transfectees avec E2 se d6roulent par des 
voies diff&rentes et que ('arret du cycle cellulaire implique que p53 soit actif du 
point de vue de la transcription. 
15 L'apoptose induite par E2 n'exige pas que p53 sort actif du point de vue de 

la transcription. Les cellules C33 qui ont comme origine un carcinorne du col de 
I'uttrus HPV-n6gatif, les cellules HaCaT ou SAOS, pour toutes lesquelles il 
manque p53 fonctionnel, ont 6t6 transfectees avec les vecteurs exprimant 
E1TTL, E2 ou p53 humain de type sauvage, en m§me temps que des plasmides 
20 qui cedent pour une proteine de fluorescence verte et H2Kd. 

20 d 40 heures apr6s la transfection, l'apoptose a 6t6 d6termin6e en 
comptant le nombre de cellules vertes mortes. 

Les r6sultats sont rassembtes dans le tableau 2. Les valeurs notees sont 
la moyenne de plusieurs tests de transfection ind6pendants f n repr6sente le 
25 nombre de tests ind§pendants r6alis6s. 

Le tableau 2 montre que E2 n'induit pas l'apoptose dans les Iign6es 
cellulaires p53-n6gatives. 

30 Tabl ea u 2 
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Cellules E1TTL E2 p53 



HaCaT(n=3) 17 16 27 

5 C33(n=4) 18 17 23 

SAOS(n=3) 17 17 47 



E2 n'a pas augment6 le pourcentage de cellules mortes en comparaison 
10 avec le contrdle E1TTL, dans les trois Iign6es cellulaires, alors que p53 a 
augments de fagon significative le niveau de Papoptose dans les cellules SAOS 
et HaCaT, et dans une moindre mesure dans les cellules C33. 

Ces resultats ont 6te confirmes par Panalyse FACS et Panalyse TUNEL 
Ces essais montrent que la proline E2 seule n'est pas suffisante pour 
15 d6clencher la mort celiulaire, et que Papoptose induite par E2 nScessite la 
presence de p53 sauvage. 

EXEMPLE 14 

Get exemple rapporte Pexpression dans des tumeurs d'origine humaine 
20 produces dans des souris nude, de genes injects directement dans ces tumeurs 
sous forme de preparations d'ADN porte par des plasmides. Plusieurs 
constructions d'ADN contenant des genes reporteurs, sous le contrdle de 
differents promoteurs viraux ou cellulaires, ont 6t§ injectes dans des tumeurs 
humaines produites par des souris nude. L'expression a 6t6 mesur6e par 
25 coloration differentielle in situ de p-galactosidase dans des sections des tumeurs, 
ou en rSalisant des tests impliquant Pac6tyl~transf£rase de chloramphenycol 
(CAT). On a montr6 que Pexpression £tait fortement sp6cifique et d£pendait de la 
force du promoteur dirigeant Pexpression du gene reporteur. En outre, les 
niveaux d'expression obtenus avec les preparations d'ADN ont 6t6 compares, 
30 lorsque ces preparations ont 6t6 sort directement injectees, sort administr6es d 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 

BNSOOCtD: <WO___9832fieiA1J_> 



WO 98/3286^ PCT/FR98iW169 

Paide de liposomes ; aucun difference significative n'a et6 observee entre ces 
modes d'administration. 

A la suite de ces observations, I'utilisation potentielle de preparations 
d'ADN contenant le gene E2 de papillomavirus, a 6t6 6valu6e en vue de r6duire 
5 la croissance tumorale de Iign6es celiulaires d'origine humaine exprimant les 
oncogenes E6 et E7. Des injections multiples de plasmides contenant le gdne E2 
ont permis de r6duire significativement la croissance tumorale de cellules HeLa, 
ces cellules constituant une Iign6e d6rivee des cellules du col de ('uterus 
connues pour leur capacity & exprimer les oncogenes viraux E6 et E7. 

10 La lignde de cellules HeLa est certainement la Iign6e de cellules uterine la 

mieux connue, cette lignee d6rivant d Porigine d'un ad6nocarcinome du col de 
I'uterus et contenant des sequences int6gr6es de HPV18. Dans ces cellules on a 
observe regression active des oncogenes E6 et E7 alors qu'un grand segment 
viral induant les g6nes E1 et E2 est d6l6t6. (Schwarz et al, Nature 314:111, 

15 1985), Schneider G3dicke et Schwarz, EMBO J. 5:2285, 1986). 

Des observations anterieures ont montr6 que fexpression permanente du 
g&ne E2 est toxique pour ces cellules, (Thierry et Yaniv, EMBO J. 6:391, 1987) 
et que son introduction inhibe la proliferation celluiaire probablement en bloquant 
la progression de la transition entre les phases G1 et S du cycle celluiaire 

20 (Hwang et al, ...). 

Les cellules HeLa contenant les plasmides exprimant les ARN antisens E6 
et E7 ont montr6 une croissance tumorale plus faible et une capacity r6duite & 
former des colonies dans de I'agar mou, ainsi qu'un besoin accru en s6rum, 
confirmant Pimportance de Pexpression des oncogenes viraux pour le maintien de 

25 leur ph6notype d'immortalisation (Steele et al., Cancer Res. 52, 4706-471 1 , Von 
Knebel Doeberitz et al., Cancer Res. 48, 3780-3786). 

METHODES 

Plasmides 

30 Les plasmides utilises contenaient soft les g§nes reporteurs, lacZ ou CAT, 

soit le g6ne E2 de papillomavirus bovin de type 1 (BPV-1), sous fbnne mut6e ou 
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normale, sous le contrdl d differents promoteurs induant : le promoteur 
precoce SV40 (SVE), ia sequence LTR du virus du Sarcome de Rous (RSV), la 
region de regulation amont (URR) du papillomavirus humain de type 18 (HPV18), 
et le promoteur prfecoce immediat du cytomegalovirus (CMV). Ces promoteurs 
5 ont 6t6 ddcrits respectivement dans les publications suivantes, Thierry and 
Yaniv, (1987) EMBOJ. 6:3391, Cid et aL, (1993), J. Virol 67, 6742-6752, Ustav 
and Stendlund, (1991), EMBOJ. 10,449-457, Yang et al., (1985) Proc. Natl. 
Acad. Sci USA 82. 1030-1034, Spalhotz et al. f (1985), Cell 42:183. 

Les plasmides contenant le g6ne E2 ont 6t6 pr6par6s par des m£thodes 
10 conventionnelles et extraits soit & I'aide d'un mdlange ph6nol/ch!oroforme soit 
purifi6s dans des gradients de CsCL, selon la description faite par Maniatis et al, 
1987. 

Les plasmides contenant le g6ne E2 contenaient soit le promoteur SVE 
(pC59 et pC9), soit le promoteur du CMV (pCGE2). 

15 

Cellules 

Les cellules HeLa ont 6t6 cultiv6es dans un milieu Eagle modifi6 par 
Dulbecco (DMEM; GIBCO) complete avec 10 % de s6rum foetal bovin dans une 
atmosphere comprenant 5 % de C0 2 . 1 x 10 6 cellules ont 6t6 injectees dans un 
20 milieu depourvu de s6rum dans 200 pi; la viability a 6te mesur6e par Exclusion 
au Bleu Trypan; elle exc6dait en principe 95 %. 



Detection Histochimique cte I'activite p-galactosidase dan? les 

sections de tumeurs 

25 Les tumeurs ont 6t£ fix6es pendant 60 & 90 minutes dans un tampon 

phosphate salin (PBS : 150 mM NaCI, 15 mM phosphate de sodium [pH 7,3]), 
contenant 2 mM MgCI2, 2% paraformaldehyde, et 0,2 % de glutaraldehyde. 
Apr§s lavage deux fois dans du PBS-MgCI2 (PBS contenant deux mM MgCL2) 
les tumeurs ont 6te satur6es dans la mSme solution contenant 30 % de sucros 

30 pendant 6 a 12 heures d 4° C puis congetees dans un milieu "Tissue-Tek" 
(Milles). 
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Les sections congelees (10 mm) ont ete $6chees & fair, lavees dans du 
PBS-MgCI2 contenant 0,02 % de Nonidet P40 (NP-40), 0,01% de desoxycholate 
de sodium et refix6es pendant 5 minutes avec une solution de fixation. Les 
sections ont 6t6 recouvertes avec une solution contenant 1 mg/ml de X-Gal (5- 
5 bromo-4chloro^indolyl^D^lalactopyranostde SIGMA); 5 mM de ferricyanure 
de potassium; 2 mM MgCI2; 0,01 % de desoxycholate de sodium et 0,02 % de 
NP-40. L'incubation a 6t6 r6alisee £ 37°C pendant 12 £ 16 heures. 

Test de I'activite CAT dans les extraits de tumeurs 
10 Les tumeurs (approximativement 0,1-0,3 mm 3 ) ont 6te homog6n6is§es 

avec un Polytron dans 300 ml de solution TGD (Tris [pH:8]; 15% glycerol; 5 mM 
TT), puis soumises £ 6 cycles de congelation-fusion, puis centrifuges pendant 
10 minutes £ 4°C. Les sumageants ont 6t6 chauff6s pendant 10 minutes £ 65°C 
pour inactiver les ac6tylases et centrifuges £ nouveau pendant 5 minutes £ 4°C. 
15 Les sumageants resultant constituaient les extraits bruts utilises ulterieurement 
pour determiner la concentration de proline et I'activite CAT. 

La proteine totale a 6t6 normalise et chaque extrait complete jusqu'£ 300 
yd avec une solution Tris (250 mM Tris [pH 8J). Puis, 8 ml d'ac6tyl coenzyme A 
20 mM et 0,06 mCi de chloramphenicol C 14 (Amersham, UK) ont 6t6 ajoutes et le 
20 milieu de reaction a ete incube pendant 1 heure £ 37°C. De I'acetyl coenzyme A 
a ensuite ete ajoute et ('incubation a ete poursuivie pendant une heure 
suppiementaire. Les echantillons ont ete chromatographies sur des plaques de 
gel de silice en couches minces, dans un milieu contenant du chloroforme et du 
methanol (19:1 ), puis les echantillons ont ete exposes £ un film de Rayon-X. 

25 

Analyse de la croissance tumorals 

Pour determiner la taille de la tumeur, la longueur (L : la dimension la plus 
longue) et repaisseur (W : la distance perpendiculaire & la longueur et dans le 
mSme plan que la longueur) de chaque tumeur ont ete mesur6es avec des 
30 Verniers tous les 2 ou 3 jours selon la description faite par Tomayko & Reynolds, 
(1989, Cancer Chemotherapy and Pharmacology 24:148). L s volumes de 
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tumeurs (V) ont 6t6 caicutes en utilssant la formule V = L x W2/2, seion la 
description de Osborne et d Ov rjera. 

Dans certaines experiences, les personnes realisant soit tes injections 
d'ADN, soit les mesures sur tes tumeurs n'ont pas 6te informees de I'origin des 
5 solutions employees pour chaque animal. Dans ces cas, ies r6sultats ont 6t6 
groupes aprfes dfecodage de finformation £ la fin de chaque experience. 

RESULTATS 

Les q£nes sont exorim6s torsaulls sont iniectes dans des tumeurs 

10 d'origine tmmaine 

Tout d'abord, I'analyse a 6te faite de ('expression eventuelle des genes 
reporteurs, apr6s leur injection dans des tumeurs produttes par des souris nude, 
ces tumeurs etant obtenues a partir de iignees cellulaires d'origine humaine. Les 
tumeurs produites par des injections sous-cutanees de cellules HeLa fortement 

15 tumorig6nes, ont en outre subi une injection avec differentes preparations de 
plasmides contenant les genes reporteurs. Les plasmides contenant le gen 
lacZ, sous le contrdle transcriptionnel de la sequence (LTR) du Virus de Sarcome 
de Rous (RSV), ou sous le contrdle du promoteur de la p-actine, ou de la region 
regulatrice amont (URR) du HPV18 ont 6t6 utilises. Un plasmide contenant le 

20 gene CAT, sous le contrdle de la sequence LTR du RSV a 6galement 6t6 utilise. 
Dix jours apres finjection des cellules HeLa, des tumeurs (approximativement 0,5 
mm 3 ) ont 6t6 injectees avec 200 pg de chaque plasmide, et resectionn6es trois 
jours plus tard. 

L'expression efficace des genes lacZ et CAT a 6te observee dans I s 
25 tumeurs ayant subi finjection comme le montrent les figures 14 et 15. Un 
activite CAT significative a et6 observee uniquement lorsque le plasmid 
contenant ce gene, sous le contrdle de la sequence LTR du RSV, a 6t6 utilise 
(Figure 14A). Llnjection dans piusieurs tumeurs, de differents plasmides 
contenant le gene lacZ ou Tinjection d'un tampon, a conduit a Pobtention d'un 
30 bruit de tbnd correspondant a celui observe lors de fexpression du gene CAT 
comme le montre la figure 14B. 
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La detection histochimique de I f activit6 p-galactosidas a r6v6!6 qua la 
sequence LTR du RSV et ie promoteur d la p-actine 6tai nt capabies de dinger 
de fagon significative ('expression du gene lacZ t a confirms fexpression 
sp6cifique du g&ne injecte (Figure 15, comparatson d s 6chantillons A, B et C). II 
5 est important de noter que dans le cas ant§rieur f I'activite p-galactosidase 6tait 
localise principaiement dans le cytoplasms confcrm6ment & ce que Ton pouvait 
attendre (Figures 15 A et D). Lorsqu'une construction similaire contenant ie g§ne 
lacZ, contr6!6e par le promoteur de la fi-actine mais contenant un signal de 
localisation nucteaire (NLS) dans la sequence codante de la p-galactosidase 

10 6tait utilis6e, Factivit6 6tait principaiement d6tect6e dans le noyau comme le 
montre la Figure 15C, E et F. Non seulement I'expression a 6t6 d6tect6e lorsque 
les constructions contenant le gdne lacZ 6taient utilis6es mais ractivite a 6t6 
localis6e de fagon diff6rentielle (voir les Figures 15 6chantillons A et D 
companies avec les 6chantflions C, E et F). 

15 Ces r6sultats permettent la conclusion selon laquelle les g6nes reporteurs 

sont efficacement exprimds lorsqulls sont inject6s dans des tumeurs produites 
par des Iign6es cellulaires d'origine humaine dans des souris nude. 

Conditions affectant I'expression des gfenes injectes 
20 Pour observer les conditions affectant I'expression des g&nes injectes, des 

experiences ont 6t6 r6alis6es sur une certaine dur6e et TefficacitS de dffi6rentes 
m6thodes d'administration de I'ADN dans les tumeurs a 6t6 analyse. 

Le protocole suivant a 6t§ utilis6 pour rechercher si I'expression observ6e 
des gdnes injectes variait sur diff6rentes p6riodes de temps. Douze souris ont 
25 6t§ inject6es avec des cellules HeLa puis on a laissg les tumeurs se former et 
ensuite 200 pg de plasmide RSV-CAT ont 6t6 injectes dans chaque tumeur. Les 
animaux ont 6t6 sacrifi6s 1, 2, 4 et 8 jours apres rejection du plasmide et 
I'actrwte CAT a ete test6e pour chaque tumeur. La figure 16 montre au fit du 
temps, Emergence de Tactivit6 CAT dans chaque groupe de trois animaux, 
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montrant une activity maximum deux jours aprds I'injection d'ADN (Figure 16B); 
apres 8 jours, une activite encore considerable 6tatt observ6e (Figure 16D). 

Le niveau d'expression obtenu a 6t6 compare en injectant ies preparations 
d'ADN obtenues selon diff6rentes methodes. injection directe a 6t6 comparte & 
5 radministration cfADN par fintermediaire de liposomes. Les animaux ont 6t6 
inject£s avec des cellules humaines seion ce qui a 6t6 d6crit pr6c6demment et 
lorsque les tumeurs ont 6te formees, des quantttes egales d'ADN ont ete 
injectees soft directement, sort sous la forme de particules de liposomes ou d 
precipites de phosphate de calcium. Trois jours plus tard, ies tumeurs ont et6 
10 resectionn6es et ractivite CAT a 6t6 testee dans des extraits bruts. 

Des efficacites comparables de ('expression ont ete obtenues apr6s 
transfert de g6nes par Fintermediaire de liposomes ou directement dans ies 
tumeurs.hurnaines 

Des quantit6s 6gales (200 pg) de plasmides pRSV-CAT exprirnant CAT 
15 ont 6t6 sort non trails sort utilises pour preparer des liposomes et des pr6cipit6s 
de phosphate de calcium puis ulterieurement injectes dans les tumeurs. 

A : ADN injects seul, L : preparation de liposomes, P : pr6cipit6s de 
phosphate de calcium. 

Des niveaux comparables d'activite ont ete observes selon que ies 
20 injections avaient £te faites directement ou au moyen de liposomes, alors que les 
injections faites avec les precipites de phosphate de calcium, ont conduit & des 
niveaux seulement ieg£rement sup6rieurs au bruit de fond. 

I'injection du gene de regulation E2 rSduit la croissance des 

tumeurs induites par les cellules humaines exprirnant les 

X 

25 oncogenes viraux E6 et E7 

Les observations rapportees pr6c6demment suggerent ('utilisation 
potentielle de plasmides exprirnant E2 pour reduire la croissance tumorale de 
Iign6es cellulaires humaines exprirnant les oncogenes E6 et E7 de HPV. Cette 
possibility a 6t6 exploree en injectant des preparations d'ADN de diff6rents 
30 plasmides exprirnant E2, pour r6primer la transcription des oncogenes de HPV et 
par consequent pour reduire la croissance de tumeurs dans des souris nude. 
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Des jeunes souris (§g6es de 4 & 8 semaines) d6pourvues de thymus 
(Swiss nu/nu) ont 6t6 inocul6es par voie sous-cutan6e avec un million de cellules 
H La (d6riv6es d'un ad6nocarcinome du col) ; ces souris ont 6t6 r6parties au 
hasard dans diff6rents groupes et soumises £ differents protocoles, Les tumeurs 
5 (trois animaux par groupe) ont 6t6 injectees avec differentes quantites d 
plasmides ou avec un tampon seul, h differents intervalles. 

Dans le premier groupe d , exp6riences l la croissance des tumeurs 
inject&es avec 200 pg de plasmide contenant le gdne CAT sous le contr61e 
transcriptionnel de la sequence LTR du RSV (pRSV-CAT), a 6t6 comparSe d la 
10 croissance des tumeurs inject6es avec la m§me quantity de plasmide exprimant 
le gene E2 (pC59). Comme le montre la figure 17A, les tumeurs injectees avec 
pC59 (exprimant E2) prgsentent une croissance plus faible que cedes injectees 
avec pRSV-CAT. 

Dans la seconde s6rie d*exp6riences, les tumeurs des animaux de chaque 

15 groupe ont §t6 injectees soft avec le g6ne E2 sauvage (pC59) soft avec un 
plasmide exprimant un mutant E2 (pC9). Dans ce cas, la sequence d'un linker de 
terminaison de traduction (TTL) a 6t6 ins6ree dans le g6ne E2, de fagon £ 
obtenir une proline E2 tronqu6e et non fbncttonnelle (Spalhofe et al. f 1985, Cell 
42:183). Comme le montre la figure 17B, les tumeurs injectees avec le gene E2 

20 mutant avaient une croissance plus importante que celles injectees avec le g&ne 
E2 de type sauvage. Dans cette experience, la frequence des injections a 6t6 
augmentee de telle sorte que les animaux ont teqa un total de 7 injections 
pendant rexpgrience. II est important de mentionner que ces series 
d'exp6riences ont ete conduites en double-aveugle. 

25 Finalement, une experience simiiaire a 6t6 conduite avec des animaux 

d'un groupe injects avec un tampon seul, les animaux <fun second groupe 
injectes avec la forme mutante de E2 et les animaux d'un troisi6me groupe 
injects avec le plasmide contenant E2 mais sous le contrdle du promoteur du 
cytomegalovirus (pCGE2) et exprimant des niveaux 6lev6s de la proline E2 

30 (Ustav et Stendlund, 1991, EMBOJ. 10, 449-457). Comme le montre la Figure 
17C, bien que les animaux aient re$u seulement deux injections pendant la 
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dur6 totale de I' xp6rience, 1a crcissance tumorale a 6t6 significativem nt 
r&duite chez les animaux ayartt subi una injection avec le piasmide exprimant de 
hauts niveaux de proline E2. Cette demi6re experience a aussi ete r6alis6e n 
double-aveugle (voir Materiel et m&hodes). Dans certaines de ces experiences, 
5 Expression de E2 dans les tumeurs a 6t6 confirmee en uttlisant un anticorps 
polyclonal. 

En conclusion, it etait clair £ partir de ces experiences que Hnjection d 
preparations d'ADN obtenues & partir de plasmides exprimant E2 t conduisait d 
une croissance r§duite des tumeurs des cellules HeLa, connues pour exprimer 
10 les oncogenes E6etE7deHPV1 8. 

DISCUSSION 

Comtae on Fa mentionn6 pr6cedemment, les oncogenes E6 et E7 sont 
capables d'immortaliser des cellules primaires humaines. La majorite des Iign6es 
15 cellulaires derivees de tumeurs de la region g6nitale contient et exprime ces 
oncoproteines virales. Leur expression continue est responsable du phenotyp 
tfimmortalisation et de transformation observe. 

Des ARNs antisens sp6cifiques de E6 et E7 sont capables d'alterer ies 
proprietes de croissance de plusieurs Hgn6es cellulaires exprimant les 
20 oncogenes E6 et E7 de HPV18. 

L'infection des cellules HeLa, de m§me que rinfection d'autres lignees 
cellulaires d'origine du col avec les virus SV40 recombinants, contenant le gene 
E2, a conduit e ('inhibition de leur croissance, due a un arret de la transition entre 
les phases Q1 et S du cycle cellulaire, avec une augmentation concomitante de 
25 leurs niveaux de proteines p53 et Rb (proteine du retinoblastome). Llntroduction 
d'un gene E2 est apparemment toxique pour les cellules HeLa (Thieny et Yaniv 
(1987), EMBO J. 6:3391), 

Ces r6sultats suggerent que 1'expression continue d'oncogenes E6 et E7 
est incompatible avec Texpresston permanente de E2. Ce fait peut facilement 
30 §tre relie aux nombreuses observations sugg6rant un avantage s6Jectif de la 
perte de E1 et E2 pendant la progression tumorale. En effet, il a 6te montr6 par 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGUE 26) 

BNSOOOD: <WO 5632861 At J_> 



WO 98/3! 



56 



PCT/FR98/00169 



les inv nteurs que ies tumeurs testees positives pour HPV18 avaient perdu cette 
region. Dans le cas des tumeurs comprenant des sequ nces HPV16, seulement 
lamoiti6iet nait la region E1/E2. 

Les experiences effectu6es ont montr6 que ies g6n s injectes sont 
5 efficacement exprim6s dans des tumeurs d'origine humaine. En comparant a 
d'autres methodes employees actuellement pour traiter d'autres types de 
neoplasias humaines, telles que les methodes recourant a la preparation de 

liposomes, des niveaux tfactMtes similaires ont 6t6 observes. Bien que 

♦ 

I'expression des genes injectes sort plus faible, apr6s comparison avec des 

10 methodes fond6es sur une approche recourant & une administration virale, il 
apparaft qull pourrait Stre trfes utile de proceder e des trattements de certaines 
tumeurs malignes humaines £ I'aide des moyens d§crits pr6cedemment, 
essentiellement du fait de leur simplicity et de leur efficadte. 

En utilisant ces observations, un plasmide exprimant le g&ne viral E2 a 6t6 

15 injecte dans des tumeurs d'origine humaine, produces dans des souris nude, 
pour reduire leur croissance. Des cellules HeLa ont 6t6 inocuiees a des animaux 
nude et les tumeurs ont ete injectees avec differentes preparations de plasmides 
exprimant E2. L'inhibition de la croissance tumorale a ete observ6e lorsque les 
plasmides exprimant le gene E2 intact etaient utilises. L'inhibition de ('expression 

20 de E6 et E7 a 6t6 montree lorsque E2 6tait exprime de fagon concomitante. 
L'introduction du gene E2 conduit £ I'arret de la croissance des cellules qui 
expriment en continu ces oncogenes. 

regression continue de E2 semble incompatible avec I'expression 
concomitante d*oncog£nes viraux. Puisque I'expression de E6 et E7 est 

25 n6cessaire au maintien du ph6notype immortalise des cellules tumorales, E2 
pourrait 6tre tres utile pour la mise en oeuvre d*une th6rapie g6nique des 
tumeurs du col de Futerus qui affectent un grand nombre de femmes dans 
beaucoup de pays. 
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REVENP1CATI0NS 

1. Composition pharmaceutique comprenant une proline E2 de 
papillomavirus ou une sequence de nucleotides oodant pour une proline E2 de 
papillomavirus, et un vehicule physiologiquement acceptable. 
5 2. Composition selon la revendication 1, caracterisee en ce que la 

proteine E2 est une proline dont la sequence est modifiee par rapport & celle de 
la proteine E2 sauvage, ou en ce que la sequence de nucleotides est modifiee 
par rapport £ la sequence sauvage, de telle sorte que la proline E2 rdsultante a 
substantiellement I'activite biologique de la proteine E2 sauvage sur 
1 0 I'accumulation de la proline cellulaire p53. 

3. Composition selon la revendication 1, caracterisee en ce que la 
proline E2 est une proline dont la sequence est modifiee par rapport & celle de 
la proteine E2 sauvage, ou en ce que la sequence de nucleotides est modifiee 
par rapport a la sequence sauvage, de telle sorte que la proteine E2 r6sultante 

15 participe & une activite biologique d'apoptose de cellules infectees par un virus 
de type papillomavirus, 

4. Composition selon la revendication 2 ou 3, caract6ris6e en ce que 
la sequence de la proteine est modifiee dans la region responsabie de la 
replication virale, ou la sequence de nucleotides est modifiee dans la region 

20 responsabie de la replication virale, de telle sorte que la proteine E2 resultante 
est defective pour la replication virale de papillomavirus. 

5. Composition selon I'une quelconque des revendications 16 4, 
caracterisee en ce que le papillomavirus est un papillomavirus humain, 
notamment un papillomavirus du groupe comprenant HPV16, HPV18, HPV31 et 

25 HPV33. 

6. Composition selon I'une quelconque des revendications 1 d 4, 
caract6ris6e en ce que le papillomavirus est un papillomavirus bovin, notamment 
un papillomavirus BPV-1 . 

7. Sequence de nucleotides codant pour une proteine E2 d 
30 papillomavirus HPV18, caracterisee en ce que le rfesidu situ6 £ la position 2 dans 

la sequence de la proteine E2 est un r6sidu adde glutamique. 
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8. Sequence de nUd6otides codant pour une proline E2 de 
papillomavirus humain, ladite proline comprenant une sequence d'acides 
amines dont au moins un r6sidu choisi paimi I s suivants a 6te modifi§, 
notamment par substitution : 

5 - le r6sidu proline en position 288, 

- le r6sidu glycine en position 294, 

- le r6sidu asparagine en position 297 f 

- le rfeidu lysine en position 300, 

* le r6sidu cysteine en position 301 , 
10 - le r6sidu leucine en position 302, 

- le r6sidu arginine en position 305. 

9. Vecteur comprenant une sequence de nud£otides selon I'une des 
revendicatibns 7 ou 8. 

■ 

10. Vecteur selon la revendication 9, caract6ris6 en ce qu'il est choisi 
15 parmi le groupe des vecteurs forme par un plasmide, un virus, et un vecteur 

synthetique. 

1 1 . Vecteur selon la revendication 1 0, caract6ris6 en ce que le vims est 
un adenovirus. 

12. Plasmide pCGE2.18VoNCO d6pos6 & la C.N.C.M. le 29 janvier 
20 1997 sous lenum6co 1-1839. 

13. Proline E2 de papillomavirus HPV18, caract6ris6e en ce que le 
rfesidu situ6 d la position 2 dans la sequence de la proteine est un r6sidu add 
glutamique. 

14. Proteine E2 de papillomavirus, caract6ris6e en ce qu'elle comprend 
25 une sequence d'addes amines dont au moins un r6sidu choisi parnii les suivants 

a 6t6 modifie, notamment par substitution : 

- le residu proline en position 288, 

- le r6sidu glydne en position 294, 

- le r6sidu asparagine en position 297, 
30 - le r6sidu lysine en position 300, 

- le r6sidu cysteine en position 301 , 
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- le r6sidu leucine en position 302, 

- te r6sidu arginine en position 305. 

15. Composition pharmaceutique comprenant une sequence de 
nucleotides selon Fune des revendications 7 ou 8 V ou un vecteur selon Tune 

5 quelconque des revendicattons 9 £ 11, ou une proline seion rune des 
revendicattons 13 ou 14, ou une proteine E2TR et un v6hicule 
physiologiquement acceptable* 

16. Composition seion fune quelconque des revendications 1 £ 6 ou 15 
pour ^utilisation comme medicament 

10 17. Vecteur contenant une sequence de nucleotides codant pour la 

proteine E2 de papillomavirus modifiee ou sauvage, ou vecteur selon Tune 
quelconque des revendications 9 £ 11, ou plasmide selon la revendication 12, ou 
plasmide pCGE2TR d£pos6 a la C.N. CM. le 29 Janvier 1997 sous le numero I- 
1 838 pour rutilisation comme medicament 

15 18. Sequence de nucleotides codant pour une proteine E2 de 

papillomavirus, modifiee ou sauvage, ou sequence de nucleotides codant pour 
une proteine E2TR ou sequence selon I'une des revendications 7 ou 8, pour 
('utilisation comme medicament 

19. Proteine E2 de papillomavirus, modifiee ou sauvage, proteine E2TR 
20 ou proteine selon Tune des revendications 13 ou 14 pour ('utilisation comm 

medicament 

20. Composition selon Tune quelconque des revendications 1 £ 6 ou 15 
pour le traitement d'une infection £ papillomavirus, et notamment pour le 
traitement d'un cancer associe & une infection a papillomavirus. 

"\„ 

25 21. Vecteur contenant une sequence de nucleotides codant pour la 

proteine E2 de papillomavirus modifiee ou sauvage, ou vecteur selon run 
quelconque des revendications 9 & 11, ou plasmide selon la revendication 12, ou 
plasmide pCGE2TR depose a la C.MC.M. le 29 Janvier 1997 sous le num6ro .I- 
1838 pour le traitement d'une infection £ papillomavirus, et notamment pour le 

30 traitement d'un cancer associe & une infection £ papillomavirus. 
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22. sequence de nucleotides codant pour une proteine E2 de 
papillomavirus, modifiee ou sauvage, ou sequence de nucleotides codant pour 
un proteine E2TR ou sequence seion I'une des revendications 7 ou 8, pour le 
traitement d'un infection a papillomavirus, t notamment pour te traitement d'un 

5 cancer associe £ une infection a papillomavirus. 

23. Proline E2 de papillomavirus, modifiee ou sauvage, ou proteine 
E2TR ou proline selon i'une des revendications 13 ou 14 pour le traitement 
d'une infection a papillomavirus, et notamment pour le traitement d'un cancer 
associe £ une infection £ papillomavims. 

10 24. Utilisation d'une composition selon Fune quelconque des 

revendications 1 & 6 ou 15 pour I'obtention d'un medicament destine & une 
utilisation therapeutique contre une infection £ papillomavims, et notamment 
contre un cancer associe £ une infection £ papillomavinjs. 

25. Utilisation d'un vecteur contenant une sequence de nucleotides codant 
15 pour la proteine E2 de papillomavinjs modifiee ou sauvage, ou d'un vecteur 

seion i'une quelconque des revendications 9 £ 11, ou du plasmide seion la 
revendication 12, ou du plasmide pCGE2TR depose £ la C.N.C.M. ie 29 Janvier 
1997 sous le num6ro 1-1838 pour I'obtention d'un medicament destine a une 
utilisation therapeutique contre une infection £ papillomavinjs, et notamment 
20 contre un cancer associe a une infection £ papillomavirus. 

26. Utilisation d'une sequence de nucleotides codant pour une proteine 
E2 de papillomavirus, modifiee ou sauvage, ou d'une sequence de nucleotides 
codant pour une proteine E2TR ou d'une sequence selon Tune des 
revendications 7 ou 8, pour I'obtention d'un medicament destine £ une utilisation 

V 

25 therapeutique contre une infection & papillomavinjs, et notamment contre un 
cancer associe & une infection a papillomavinjs. 

27. Utilisation d'une proteine E2 de papillomavinjs, modifiee ou 
sauvage, ou d'une proteine E2TR ou d'une proteine selon Tune des 
revendications 13 ou 14 pour I'obtention d'un medicament destine a une 

30 utilisation therapeutique contre une infection & papillomavirus, et notamment 
contre un cancer associe £ une infection a papillomavinjs. 
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28. Cellules transform&s par un vecteur selon rune quelconque des 
revendications 9 k 1 1 , ou par le plasmide selon la revendication 12. 

29. Proc£d6 de criblage de candidats derives de la prot&tne E2 
capables d'induire une apoptose dans des cellules contenant ia partie du 

5 g6nome (fun virus de type papillomavirus, caracterise en ce quH comprend les 
stapes de : 

a) transferer une cellule hdte en culture contenant la partie du genome 
d'un papillomavirus humain ou bovin correspondant aux g&nes E6 et E7, cette 
partie du genome comprenant egalement la region du promoteur P t05 , plac6e 

10 en amont des sequences codant pour les g§nes E6 et E7, avec un vecteur, en 
particulier un adenovirus recombinant ou un plasmide, contenant une sequence 
nucleique codant pour un candidat derive de la proline E2 k tester plac6e sous 
le controle d'ei6ments permettant son expression dans la cellule h6te v et 

b) mesurer le degr§ de mortality cellulaire dans la culture des cellules 
1 5 hdtes transferees. 

30. Utilisation d'une proline E2 de papillomavirus, modifi6e ou 
sauvage, ou d'une sequence de nucleotide codant pour une telle proteine, pour 
la preparation d'une composition destinde & induire fapoptose cellulaire. 

31. Utilisation d'une proteine E2 de papillomavirus, modiftee ou 
20 sauvage, ou d'une sequence de nucleotide codant pour une telle proteine, pour 

la preparation d'une composition destin6e & augmenter factivite de la proteine 
p53. 
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